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Biochemischer Vergleich von Arsinsiuren der Pyridinreihe 
mit anderen Arsenverbindungen. 






Ill. Mitteilung! zur Biochemie der Pyridinderivate. 







Von 
A. Binz, C. Raith und A. Rost. 








(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 





Berlin.) 




















(Eingegangen am 17. Mai 1930.) 


Die Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und _bio- 
chemischer Wirkung sind im allgemeinen noch so undurchsichtig, daB 
man sich auf diesem Gebiet darauf beschrinken muB, rein empirisch 
Zusammenhange zu finden, ohne die tieferen Ursachen der biochemischen 
Erscheinungen aufkliren zu kénnen. Ein solcher Zusammenhang 
ergab sich beim Studium der Pyridonarsinséuren?, denn es hat sich 
gezeigt, daB diese Verbindungen von einer Ungiftigkeit sind, wie sie 
bei anderen Arsenikalien noch nicht beobachtet wurde?. 


Die Hauptergebnisse sind in der Tabelle | verzeichnet. Die An- 
ordnung der Substanzen erfolgte unter Beriicksichtigung ihrer Ver- 
triglichkeit. 


1 TI. Mitteilung (zusammen mit G. Wilke), diese Zeitschr. 228, 176, 1930, 

2 Binz und Rath, Uber Derivate des Pyridins und Chinolins, VIL. Mit- 
teilung, gemeinsam mit Maier-Bode A. 480, 172, 1930 und Binz, Rath, 
Wilke, 1. ec. 

3G. Giemsa berichtet kiirzlich (Beiheft 3 zum Arch. f. Schiffs- u. 
Tropenhygiene 33, 130, 1929) iiber eine der Benzolreihe angehérige Arsin- 
sure, das ,,Arsenpriparat 4002“ der I. G. Farbenindustrie-A. G. Héchst, 
dessen Ertriglichkeit (5 mg pro Gramm Mausgewicht bei subkutaner Ver- 
abreichung und 2,5 bis 3 mg pro Gramm Mausgewicht intravenés) an die 
Vertraglichkeit der 2-Pyridon-5-arsinsiure fast heranreicht. Uber die 
chemische Konstitution dieser Verbindung wurde nichts ausgesagt. 
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250 A. Binz, C. Rath u. A. Rost: 
Tabelle I. 
Dosis maxima bene tolerata berechnet auf Arsen fiir 1g Mausgewich) 
(subkutan)?. 
Nr mg 
NaH O, As— 
1 2-Pyridon-5-arsinsaures 1.971 
. ~=0 Natrium ™ 
NH 
NaHO, As— —NH, 
9 2-Oxy-3-amino-pyridin- =o 
é ~ *. ao. ss 1.549 
—OH 5-arsinsaures Natrium ’ 
N 
Na, O. As— —NH.CO.CH, P ‘ 
agSyhe aia Hs 2-Oxy-3-acetyl-amino- 
3 _OH pyridin-5-arsinsaures 1,367 
a Natrium 
N 
NaH, As—/ 
4 2-Oxy-pyridin-5-arsin- 1.130 
'_OH saures Natrium = 
N 
Na HO; As—/ —Br 
5 2-Oxy-3-brom-pyridin- 0.985 
. 5 —OH 5-arsinsaures Natrium ar 
N 
ia,0,As—/ \—NH.CH,.CO.NH. , , 
Nay Q, A NH.CH,.CO.NH, 2-Oxy-3-acetamidamino- 
6 OH pyridin-5-arsinsaures 0,857 
a ) Neiei 
atrium 
N 
1 3 4 7 y-m- ino-p - - 
- NaH, As. Ce Hy (NH) (OH) p-Oxy-m-amino phenyl 0.807 
: ; arsinsaures Natrium 
1 4 
8 NaHOg,As.CgH,.NH.CO.CH;.(5H, 0) Arsacetin 0,684 
1 4 . 
9 NaHO,As.CgHy. NH.CH,CONH, Tryparsamid 0,622 
Nay O; As— 
2-Amino-pyridin-5-arsin- 
0 " =f “oO : ; 0.431 
l _ /—NH, saures Natrium i 
N 
1 Zahlen betreffend Verbindung Nr. 1 als Dinatriumsalz vgl. Pati, 


Tierarztl. Rundsch. 1927, Nr. 48; ferner 
218, 1928; 205, 491, 1929. 


203, 
Literatur entnommen (Willberg, diese Zeitschr. 61, 242, 1913). 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





mg As 

1 4 )-Phenylglycin-arsinsaures omen 

H, 0, As.CgH,. NH.CH,.COONa : ”  Wetelew 0,275 

12 (CH )g ASO, Na Kakodylsaures Natrium 0,273 

1 5 4 
13. NaHO,As.CgH,(NH.COCH3)(OH) Spirocid 0,266 
i4 CH, . AsOz Nay . 6 Hy O Arrhena! 0,246 
1 4 
- NaHO, As.C,H,. OH p-Phenol-arsinsaures 0,174 
Natrium 
1 4 

16 NaH0O z As. Cg Hy. N Hg (. 2-5 H, 0) Atoxyl 0,087 
17 AsO,Na,H Arsensaures Natrium 0,0188 
18 As (OK), Arsenigsaures Kalium * 0,0050 


* Vgi. die Anmerkung 1 auf vorhergehender Seite. 


Vergleicht man! die Zahlen bei 1 und 18, so zeigt sich Arsen in 
Form des Natriumsalzes der 2-Pyridon-5-arsinsiure 395mal vertrag- 
licher als in Form von Arsenik. Auch die Pyridinderivate Nr. 2 bis 6 
iibertreffen an Vertraglichkeit alle anderen von uns untersuchten 
Arsenikalien der aromatischen Reihe, der aliphatischen Reihe und die 
anorganischen Arsenverbindungen. Dagegen sinkt der Wert fiir die 
Dosis tolerata bei der 2-Amino-pyridin-5-arsinsaure (Nr. 10). Danach 
scheint folgende GesetzmaBigkeit vorzuliegen: Fiinfwertiges Arsen in 
5-Stellung wird durch den Pyridinkern, der gleichzeitig Sauerstoff in 
2-Stellung tragt, entgiftet. 

Der experimentelle Teil enthalt auBer den chemotherapeutischen 
Belegen fiir die obige Tabelle auch die Werte fiir die toxischen Dosen, 
bei deren Einsetzung die obige Reihenfolge sich nicht andert. Fiir die 
Arsinsauren der Pyridinreihe sind die subkutan und intravenés er- 
haltenen Werte fiir die heilenden Dosen und die chemotherapeitischen 
Indices angegeben. Alle diese Verbindungen heilen Nagana, nur die 
2-Oxy-3-acetamidamino-pyridin-5-arsinsaure (Nr. 6) hat merkwiirdiger- 
weise gar keine Heilwirkung. 

Die folgenden Verbindungen 7 bis 9 und 11 bis 18 sind samtlich 
schon aus der Literatur bekannt und zum Teil im Handel. Infolge- 

1 Andere vergleichende Versuche auf dem Gebiet der Arsenverbindungen 
der aliphatischen und der carbocyclischen Reihe sind: Voegtlin und Smith, 
Journ. Pharm. and Exper. Therap. 16, 449, 1921; Chem. Centralbl. 1921, 
I, 467. Vergleichende Untersuchungen an aromatischen Arsinséuren siehe 
bei: E. Walker, Chemical Constitution and Toxicity, Biochem. Journ 


22, 298, 1928: Starkenstein-Rost-Pohl, Toxikologie 1929, S. 60; #. Sieburg, 
Zur Biologie aromat. Arsenverbindungen, Zeitsclir. f. physiol. Chem. 97, 53, 


1916; Chem. Centralbl. 1916, IT, 189. 


\7* 
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dessen geben wir unser experimentelles Material tabellarisch und 

abgekiirzter Form. Da die Literatur nicht in allen Fallen Angabe 
iiber Analysen enthalt, und da der Gehalt der Handelsprodukt: 
schwankt, so wurde in jedem Falle der Arsengehalt ermittelt. | 

iibrigen beschrinkten sich unsere Versuche bei diesen bekannten Ve. 
bindungen auf das fiir unsere Themastellung Notwendige. Wir hatten 
keinen AnlaB, dem, was die Literatur! iiber die Heilwerte und di 
chemotherapeutischen Indizes enthalt, neue Zahlen hinzuzufiigen 


Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft fix 
die Unterstiitzung dieser und der vorausgegangenen Arbeit. 


Experimenteller Teil. 

Die Substanzen wurden durch mehrfaches Umkristallisieren auf das 
sorgfaltigste gereinigt. Natriumsalze wurden in mehrfach redestillierterm 
Wasser gelést. Diejenigen Arsinséuren, deren Na-Salze wir nicht isolierten. 
wurden in aquivalenten Mengen 2n Natronlauge gelést, welch letzter 
durch Lésen reinsten Natriumhydroxyds in mehrfach destilliertem Wasse: 
hergestellt’ wurde. 

Zur Feststellung der Dosis curativa wurden die Mause mit Trypano 
somen (Nagana Brucei, Stamm Prowazek) infiziert. Die Tiere wurden 
beobachtet: 20 Tage fiir Feststellung der Dosis tolerata, 32 Tage fi 
die der Dosis curativa. Vgl. im iibrigen die Mitteilung von Binz, Rath 
und Wilke. 

1. 2-Pyridon-5-arsinsaures Natrium, siehe Binz, Rath und Wilke, 
a. a. O. 

2. 2-Oxy-3-aminopyridin-5-arsinsdure. 

0,1812 g Substanz: 0,1200 g Mg, As, O,. 
C;H,O,N,As. As ber.: 32,03%, gef.: 31,97%. 
Die Substanz wurde als Mononatriumsalz gelést. 
Tabelle TI. 
I, IT Ill. i. 


g Substanz 
in 1 eem pro 





mg Sub- , 
mg As pro” Anzahl der Mause und Befund 


20 ¢ Maus om g Maus 
injiziert —— 
Dosis toxica 
subkutan . . . 1/, 6,25 1,998 2 Mause tot nach 1 Tag 
intravends . . Mio 5,0 1,599 3 Mause tot nach 1 Tag 
1 Maus lebt 
Dosis tolerata 
subkutan. . . Wig 5,0 1,599 6 Mause leben, 1 Maus tot 
nach 4 Tagen 
intravenés .. M19 4,166 1,332 2 Mause leben 


1 Die wesentlichsten Zitate sind am Schlu®B mitgeteilt, was uns deshal! 
von Nutzen erschien, weil es eine Zusammenfassung der weit verstreute: 
Literaturstellen unseres Wissens noch nicht gibt. 

2 Diese Zeitschr. £73, 176, 1930. 
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Tabelle Il (Fo 


rtsetzung). 








I I Il. 1\ 
, g Substanz | ne sub- 
inlcem pro stan pro ™é As pro Anzahl der Miuse und Befunde 
20 g¢ Maus g Maus 
er: g Maus 
injiziert 
i* l 
l Dosis curativa 
subkutan. . . | Meo 1,0 0,320 5 Mause geheilt 
ntravends . . | 1/500 0,5 0,160 5 Mause geheilt 
T , 
Dosis, zu Rezi- 
liven tahrend 
subkutan. . . 1in9 0,714 0,228 1 Maus rezid. nach 6 Tagen, 
3 Mause geheilt 
as ntravenos . . 1/550 0,33 0,107 1 Maus rezid. nach 5 Tagen, 
n 2 Mause geheilt 
i Index: subkutan 1/5, intravenés 1/8. 
re 
3. 2-Oxy-3-acetylamino-pyridin-5-arsinsaure. 
0 0,2040 g Substanz: 0,1155 g Mg,As,O,. 
en C,H,O;N,As. As ber.: 27,15%, gef.: 27,33%. 
iil oa ht . : 
j Die Substanz wurde als Dinatriumsalz gelést. 
t 
Tabelle IIT. 
I. II I] lV. 
g Substanz . 
‘ ot mg Sub- . 
inicem pro) ctanz pro ™S As pro Anzahl der Manse und Befunde 
20 g Maus pag a g Maus | 
injiziert dices | 
Dosis toxica 
subkutan. .. Mf, 6,25 1,708 3 Mause tot nach 1 Tag, 
-" 1 Maus lebt 
intravenés . Mo 2.5 0,683 3 Mause tot nach 1 bis 
3 Tagen 
Dosis tolerata 
subkutan. . . I/s9 5,0 1,367 6 Mause leben, 2 Mause tot 
nach 1 Tag 
intrayvenos .. */os 2.0 0,547 6 Mause leben 
9 Dosis’ curativa 
subkutan. . . Hey 1,0 0,237 5 Mause geheilt 
intravenés .. li50 0,714 0,195 5 Mause geheilt 
Dosis recid. 
subkutan. . . wer 0,714 0,195 1 Maus rezid. nach 8 Tagen, 
lI 3 Mause geheilt ‘ 
pl intravenoés . . 1/00 0.5 0,137 2 Mause rezid. nach 6 und 


Index: subkutan 1/5, 


10 Tayen, 2 Mause geheilt 


intravenés 1/3. 
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4. 2-Oxy-pyridin-5-arsinsaures Natrium, siehe Binz, Rath w 
Wilke, a.a. O. 


5. 2-Oxy-3-brom-pyridin-5-arsinsaures Natrium. 
0,1577 g Substanz: 0,0770 g Mg, As, O,. 
C;H,O,NAsBrNa. As ber.: 23,43°%,, gef.: 23,62°,. 


Tabelle IV. 





1. I] II. I\ 
g Substanz 


yidig dong eo mg oe yee Anzahl der Mause und Befu 
injiziert & Maus ss 
Dosis toxica 
subkutan . . . 150 5,0 1,181 2 Mause tot nach 2 
4 Tagen, 2 Mause lel» 
intravenos . . 195 2,0 0,472 2 Mause tot nach 2 Tagen 
Dosis tolerata 1 Maus lebt, nery. Erse! 
subkutan. . . Mio 417 0,985 2 Mause tot nach 1 Tag 
6 Mause leben 
intravenods . . V/s 1,66 0,394 4 Mause leb., nervy. Erschei: 
Dosis curativa 1 Maus tot nach 2 Tax: 
subkutan.. . 1/500 0,5 0,118 6 Mause geheilt 
intravends .. 1100 0,5 0,118 6 Mause geheilt 
Dosis recid. 
subkutan. . . Loo0 0,25 0,059 4 Mause geheilt. 2 Manus: 
rezid. nach 10 Tagen 
intravenés . 1/50 0,33 0,079 2 Mause rezid. nach 9 Tage: 


Index: subkutan 1/8, intravenéds 1/35. 


6. 2-Oxy-5-acetamidamino-pyridin-5-arsinsdure. 
0,2534 g Substanz: 0.1349 g Mg, As,O,. 
C,Hy,0O;N;As. As ber.: 25,75%, gef.: 25,70%. 


Tabelle V. 





f. Il. Ill. IV. 

g Substanz 

in 1 cem pro 

20 g Maus 
injiziert 


mg Sub- 
ey hoy “e Ma pro’ Anzahl der Mause und Befund 
g Maus g Maus 


Dosis toxica 


subkutan. . . Mig 4,16 1,071 4 Mause tot nach 1 Tag 
2 Mause leben 

intravends . . Wig 4,16 1,071 4 Mause tot nach 1 w 
Dosis tolerata 2 Tagen 

subkutan. . . Mis 3,33 0,857 5 Mause leben 

intravenéds . . Wis 3,33 0,857 4 Mause leben 
Dosis curativa unterhalb unterhalb 

subkutan. . . —_ Dosis Dosis wirkungslos 

intravends . . — tolerata tolerata wirkungslos 


Dosis recid. 
subkutan. . . Mis 3,33 0.8: 
intravenés . . Vis 3.33 0 


2 Mause rezid. nach 8 Tag: 

2 Mause rezid. nach 5 und 
7 Tagen 

Kein Index, da keine Heilwirkung. 
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10. 2-Amino-pyridin-5-arsinsaures Dinatriumsalz. 
0,1620 g Substanz: 0,0851 g Mg, As,O,. 


C;H,;0O,N,AsNa,.2H,O. As ber.: 25,15°, gef.: 25,36. 


Tabelle VI. 





I. Il. Ill IV. 

g Substanz 

in 1 cem pro 

20 g Maus 
injiziert 


mg Sub- 
Stanz pro 
g Maus 


mg As pro 


Anzahl der Mause und Befunde 
g Maus 


Dosis toxica 
subkutan. . . ar y 0,507 2 Mause leben, 1 Mauskrank, 
erholt sich langs., 2 Mause 
krank, dann tot nach 2 
und 7 Tagen 
intravends . . , 0,507 2 Mause tot nach 1 Tag 
Dosis tolerata 
subkutan. . . 3 0,431 } Mause leben, 1 Maus tot 
nach 3 Tagen 
intravenos .. 3 6 0.431 2 Mause leben. 2 Mause 
krank, erholen sich. 2 
Dosis curativa Mause tot nach 1 Tag 
subkutan. . . . < 0,085 2 Mause geheilt 
intravends . . 1), 20 0,063 2 Mause geheilt 
Dosis recid. 
subkutan. . . 1 0,063 5 Mause rezid. nach 5 Tagen, 
1 Maus geheilt 
intravends . . 0,1 0,025 2 Mause tot nach 2 Tagen 
vhne Verschwinden der 
Trypanosomen 
Index: subkutan 1/5, intravends 1/6,8. 


Tabelle VII. 





As-Gehalt Dosis tox. subk. |) Dosis tol 


Die aromatischen und aliphatischen 
Arsinsduren und die anorganischen he. 
Arsenverbindungen 


ge- 
rechnet funden 


mg Sub- 
Maus 


mg As pro 
a 


p - Oxy - m - amino - phenyl-arsin- 
saure! (als Mono-Na-Salz geldst), 
CgHs0,N As Bei SA se 
8. Arsacetin®, C,Hg0,NAsNa.5H,O | 29,20 20.53 4, 856 3,3 0,684 


32,17 32,29 Bi 07 5 | 0.807 


1 Vgl. ferner Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsanther. 1, 82 und 224a, 
1924, Tabelle 15; Voegtlin und Smith, Journ. Pharm. and Exp. Therap. 16, 
449, 1921; Heffter, Handb, d. exper. Pharm. 3 (1), 513, 1927; Oswald, Chem. 
Konstitution u. pharm. Wirkung 1924, S. 687. 

2 Vgl. Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsanther. 1, 72 und 224a, Tabelle 15; 
Voegtlin und Smith, |. c.; Heffter, Handb. d. exper. Pharm. 8 (1), 511; 
Blumenthal und Jacoby, diese Zeitschr. 16, 20, 1909; P. Ehrlich, Ber. 42, 
24, 1909; Berl. klin. Wochenschr. 1907, S. 282; Salmon, C. r. 146, 1342, 1908. 
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Tabelle VIL (Fortsetzung). 








As-Gehalt Dosis tox. subk. Dosis tol. su 
Die aromatischen und aliphatischen e. a Pa 
Arsinsdiuren und die anorganischen - ge ™ = =e 7s 
senverbi re z 2S nas RI 
Arsenverbindungen sochnet | Sanden == “ Ns -> 
oo OL os i 
= am S 
9. Tryparsamid!,CgH,gO,NgAsNa 25,32 24,87 3,383 0,829 2,5 0,622 
11. p-Phenylglycin-arsinsiure* (als 
Mono-Na-Salz gelést), 27,25 27,48 1,66 0,458 1,0 0,275 


Came e Seeks 3s 
12. Kakodylsaure*, C,H;O,As (als 

Na-Salz gelést) ...... . | 54,31 5457 1,0 0,546 0,5 0,273 
13. p- Oxy - m - acetylamino - phenyl- 

arsinsiure *, als Mono- Na -Salz 


(Spirocid) gelést, CgH,gO;NAs 27,25 26,59 1,66 0,443 1,0 0,266 
14. Arrhenal®, CH,;AsO;Na,.6H,O 25,66 24,63 1,66 0,410 1,0 0,246 


15. p-Phenol-arsinsaures Natrium °, 

CoHg0,AsNa.3'/,H,O. . . . | 24,738 24,41 1,0 0,244 0,714 0,174 
16, p- Arsanilsiure, Cg, Hg U3 N As, 

als Mono-Na-Salz (Atoxyl)? 


gelost ......-.s..-. | 96,04 | 34,98 0,88 | 0,117 0,25 | 0,087 
17. Arsensiure, als Di-Na-Salz 
ic ae kn ee MR ay @ 26 ee — 56,51 0,05 0,028 0,033 0,019 
na it i 
18. Arsenige Saure® (als Kalium- Mittel Mittel 


arsenit), As(OK), . 31,220 — 0,017 0,0053 0,016 0,005 


1 Val. Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsanther. 1, 79 und 224a, Tabelle 15; 
Voegtlin und Smith, |. c.; Heffter, Handb. d. exper. Pharm. 3 (1), 512. 

2 Vel. Kolle-Zieler. Handb. d. Salvarsanther. 1, 224a, Tabelle 15; 
Voegtlin u. Smith, |. e.; Oswald, Chem. Konstit. u. pharm. Wirkung, 8. 685; 
P. Ehrlich, Ber. 42, 28, 1909; Bertheim, Paul Ehrlich-Festschr. Jena 1914. 

3 Vogl. Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsanther. 1, 48 u. 224a, Tabelle 15; 
Voegtlin und Smith, l.c.; Heffter, Handb. d. exper. Pharm. 3 (1), 502; 
Oswald, Chem. Konstitution u. pharm. Wirkung 8. 677. 

4 Vogl. Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsanther. 1, 84. 

5 Vgl. Dieselben, ebendaselbst 1, 224a, Tabelle 15; Heffter, Handb. d 
exper. Pharm. 8. 500. 

6 Vgl. Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsanther. 1, 71; Oswald, Chem. 
Konstitution u. pharm. Wirkung 8. 678; P. Ehrlich, Ber. 42, 28, 1909. 

7 Vgl. Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsanther. 1, 49ff. u. 224a, Tabelle 15; 
Voegtlin und Smith, |. c.; P. Ehrlich, Ber. 42, 28, 1909; Heffter, Handb. d. 
exper. Pharm. 3 (1), 508; Muto, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 62, 494, 
1910; Blumenthal, Med. Wochenschr. Nr. 15, 1902; Med. Klinik 8, 319, 1907; 
Blumenthal und Jacoby, diese Zeitschr. 16, 20, 1909; Blumenthal, ebendaselbst 
28, 91, 1910; Blumenthal und Navassart, ebendaselbst 82, 380, 1911. 

8 Vgl. Kolle-Zieler. Handb. d. Salvarsanther. 1, 224a, Tabelle 15; 
Voegtlin und Smith, |. c.; Heffter, Handb. d. exper. Pharm. 3 (1), 470; Joachi- 
moglu, diese Zeitschr. 70, 144, 1915. 

* Vgl. Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsanther. 1, 224a, Tabelle 15; 
Voegtlin und Smith, |. c.; Heffter, Handb. d. exper. Pharm. 8 (1), 479, 
Tabelle 1; Oswald, Chem. Konstitution u. pharm. Wirkung S. 672; Will- 
berg, diese Zeitschr. 51, 242, 1913. 
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Uber Verinderungen 
der Blutphosphatide bei der Aderlab-lipimie. 


Von 


Ernst Schmitz und Felix Koch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Breslau. ) 


(Eingegangen am 1. Mai 1930.) 


Im Jahre 1908 machten Morawitz und Pratt! und kurz darauf 
Boggs und Morris? die Entdeckung, daB bei Kaninchen, denen man 
regelmabig Aderlisse von mindestens 10 ccm taglich macht, das Plasma 
allmahlich einen steigenden Fett- und Lipoidgehalt gewinnt, der ihm 
schlieBlich ein lipamisches Aussehen verleiht, wie es von dem auf der 
Hohe der Fettverdauung zirkulierenden und dem gewisser Diabetesfille 
bekannt ist. Die Erscheinung gewinnt allmahlich eine derartige In- 
tensitat, da das Aussehen des Blutes von amerikanischen Autoren mit 
dem von Milchkakao verglichen worden ist. 

Diese neue Lipimieform ist von verschiedenen Seiten einer ein- 
gehenden Bearbeitung unterzogen worden®. Es zeigt sich, da sich die 
Verinderungen, wie bei den meisten anderen Lipimieformen, fast ganz 
auf das Plasma beschranken —- die Erythrocyten nehmen nur einen 
ganz unwesentlichen Anteil —, daB sie hier aber einen ganz ungewohn- 
lichen Umfang annehmen. Sie erstrecken sich auf alle Fraktionen des 
Lipoidkomplexes. So fand Horiuchi auf der Héhe der Lipaimie eine 
Steigerung des Neutralfettes auf das Fiinfundzwanzigfache, der Phos- 
phatide auf das Siebenfache und des Cholesterins auf das Achtfache 
des normalen Niichternwertes. Die Erythrocytenzahl nimmt ab und ist 
beim Eintreten der Triibung meist auf etwa 2000000 gesunken. Ent- 
sprechend sinkt auch der Himoglobingehalt des Blutes. Das Korper- 
gewicht nimmt ab und neigt zu starken Schwankungen, die Fettreserven 


1 Morawitz und Pratt, Miinch. med. Wochenschr. 1908, Nr. 35. 

2 Boggs und Morris, Journ. of exper. med. 11, 553, 1909. 

8 Y. Horiuchi, Journ. of biol. Chem. 44, 345, 363, 1920; R. W. Bloor, 
ebendaselbst 45, 171, 1920; 49, 201, 1921; F. Edelmann, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 30, 221, 1922. 
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schwinden. Bei Fiitterung von Fett treten die lipamischen Erscheinung« 
noch rascher und intensiver hervor. 

Uber den Entstehungsmechanismus und die Bedeutung der Aderla\; 
lipamie haben die bisherigen Untersuchungen keine Klarheit gebracht 
Man hat ihre Ursache in einer mangelhaften Vorbereitung der Fett: 
fiir den Ubergang in die Zellen, verringerter Resorption infolge eine: 
Schadigung der Kapillarwand, unvollstandiger Verarbeitung in den 
Zellen oder in einer Leberschidigung gesehen. Bloor denkt auch an 
eine Verdringung von Fett aus dem Knochenmark, in dem grolk 
Partien ihre blutbereitende Funktion wieder aufnehmen miissen. Ver 
suche, eine dieser Auffassungen zu beweisen, wie die Horiuchis, ein 
Nachlassen der lipatischen Wirkung des Serums als Unterlage fiir seine 
Ansicht von einer mangelhaften Vorbereitung der Fette fiir den Uber. 
gang in die Zellen zu erweisen, haben nicht zu einem vollstandigen 
Erfolg gefiihrt. 

Eine besonders auffallende Begleiterscheinung, namlich die starke 
Gerinnungsbeschleunigung des lipamischen Blutes, ist bisher verhaltnis- 
mabig wenig beachtet worden. Schon von Nasse und von Briicke! 
wurde die Beobachtung gemacht, daB bei einer einzelnen gréBeren 
Blutentnahme, wie sie auch beim Menschen zu therapeutischen Zwecken 
haufig gemacht wird, die ersten Anteile langsamer gerinnen als die 
spateren. Auch Cohnheim? fand, daB ein AderlaB die Gerinnungsgesch win- 
digkeit des Blutes steigert. Bei der AderlaBlipaimie wird diese Gerinnungs- 
beschleunigung zum Dauerzustand. 

Diese gelegentlichen Beobachtungen wurden fiir von den Velden® 
der Ausgangspunkt zu ausgedehnten experimentellen Untersuchungen 
iiber die Einwirkung des Aderlasses auf die Zusammensetzung des 
Blutes. Es ergab sich, daB es auf mehreren Wegen — durch Zufuhr von 
Kochsalz oder Bromiden, durch Anwendung von Warme oder Kite, 
durch Stauung — gelingt, eine Verkiirzung der Gerinnungszeit herbei- 
zufiihren. Diese Erscheinung ist aber nicht an eine Zunahme des 
Fibrinogens im Blute gebunden, vielmehr scheint ein Ubertritt von 
Gewebsfliissigkeit in das Blut der entscheidende Faktor zu sein, wie 
ihn alle die aufgezaihlten MaBnahmen auszulésen imstande sind. 

Das gerinnungsf6rdernde Agens des Gewebssaftes wird vom 
Standpunkt der verschiedenen Theorien aus verschieden benannt 
— von A. Schmidt? als ,,thromboplastische Substanz‘‘, von Bordet 


1 Briicke, Virchows Arch. f. d. ges. Pathol. 12, 100, 172, 1857. 

2 Cohnheim, Allgemeine Pathol. 1877, S. 325. 

3 Von den Velden, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 61, 55, 1908; 70. 
37, 1909; Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 7, 290, 1910; v. Angyan und 
von den Velden, diese Zeitschr. 43, 207, 1912. 

4 A. Schmidt, Zur Blutlehre, S. 99. 
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us ,,Cytozym*, von Morawitz als ,,Thrombokinase** —, einen Riick- 
schluB auf seine eigentliche chemische Natur gestattet jedoch die 
schon von Alexander Schmidt! gemachte Beobachtung, dab es auBer 
in die wasserigen auch in die alkoholischen Ausziige tibergeht. Es muB 
demnach ein Lipoid sein, das in den wasserigen Organextrakten in Form 
einer Verbindung mit EiweiB vorliegt?. DaB auch in dieser Form das 
Lipoid der wirksame Bestandteil ist, geht aus der Feststellung von Zak 
und von Bordet und Delange*® hervor, da} Verminderung der Plasma- 
lipoide zu einer Verzégerung, unter Umstianden sogar zu einer Verhin- 
derung der Gerinnung fiihrt, daB dagegen der Zusatz von Extrakten 
von Geweben mit organischen Solvenzien die Gerinnbarkeit wieder- 
herstellt. Auch fermentative Spaltung der Blutlipoide kann den Verlust 
der Gerinnbarkeit herbeifiihren. Wenn schon die alteren Forscher den 
Lipoiden im allgemeinen groBe Bedeutung fiir die Blutgerinnung zu- 
wiesen, so gelang es spiter Howell und anderen Forschern*, nachzu- 
weisen, daB die gerinnungsférdernde Eigenschaft lediglich am Kephalin 
haftet, wahrend das ihm nahe verwandte Lecithin ihrer ganz entbehrt. 
Diese immer wieder bestatigte Erfahrung hat sogar zu dem Versuch 
einer Anwendung des Kephalins als blutstillendes Mittel gefiihrt, der 
aber wohl wegen der unerquicklichen Eigenschaften des Kephalins 
allgemeinere Bedeutung nicht gewonnen hat. 

In ihrem Aufbau sind Kephalin und Lecithin nur dadurch unter- 
schieden, daB der primaren Aminogruppe des Kephalins eine quaternare 
Ammoniumbase beim Lecithin entspricht: 


CH,OCOC,, Hs, CH, OC OC,; Hy, 
| 
CHOCOC,;Hg, CHOCOC,;Hsg, 
OH OH 
CH, OP—0O CH, OP—O 
OC H,C Hy N Hy O—C H, CH, N(CH;),0H 
Kephalin Lecithin : 


Da der tierische Organismus sowohl das Vermégen zur Methylierung 
wie zur Entmethylierung von Basen besitzt, sind beide Phosphatide 
moéglicherweise im Stoffwechsel ziemlich eng miteinander verbunden. 
Aber auch, wenn das nicht der Fall sein sollte, erscheint der Versuch 


1 4. Schmidt, Zur Blutlehre, 8S. 99. 

2 Waksman, Amer. journ. of physiol. 46, 375, 1918. 

3 Zak, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 70, 27, 1912; Bordet und 
Delange, Bull. de la soc. Roy. d. sciences méd. et nat. de Bruxelles, 8. Ok- 
tober 1912; Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 71, 293, 1913. 

4 Howell, Amer. journ. of physiol. 31, 1, 1912; Waksman, a. a. O.; 
E. Zuntz und La Barre, C. r. de la soc. de biol. 85, 1107, 1921; Fenger, 
Journ. of pharm. and. exper. ther. 18, 51, 1922; Levene und Gratia, Journ. 
of biol. chem. 50, 455, 1922. 





260 E. Schmitz u. F. Koch: 


aussichtsreich, einer Verschiebung des Verhaltnisses Kephalin : Gesamt- 
phosphatid unter experimentellen Bedingungen nachzuspiiren. Wissen 
wir doch, daB das Verhaltnis, in dem beide in den einzelnen Organen 
miteinander gemischt sind, ein sehr verschiedenes und stark wechseln- 
des ist!. 

Aus diesen Griinden haben wir uns die Aufgabe gestellt, bei der 
AderlaBlipamie, in der ein starker Ubertritt von Gewebsfliissigkeit in 
das Plasma und damit eine Hebung der hier umlaufenden Phosphatide 
stattfindet, das gegenseitige Verhaltnis von Lecithin und Kephalin zu 
kontrollieren. Wir hielten es fiir méglich, daB zwischen der Steigerung 
der Blutgerinnbarkeit und der Anreicherung des Plasmas an Phosphatid 
ein Zusammenhang bestehe, der sich in einer absolut oder gar relativ 
stirkeren Vermehrung des Kephalins gegeniiber dem Lecithin aus- 
sprache und richteten auf diesen Punkt unsere Hauptaufmerksamkeit. 


Methodik. 


Unsere Untersuchungen wurden an Kaninchen im ungefahren Gewicht 
von 2,5kg angestellt. Tiere dieser GréBe bekommen rasch eine starke 
Lipimie, wenn man ihnen taglich gegen 35 ecm Blut entzieht. Sie erreicht 
in wenigen Tagen einen Héhepunkt, um dann, wohl infolge zunehmender 
Leerung der Fettdepots, zuriickzugehen. Eine deutliche Steigerung der 
Lipoidwerte im Plasma bleibt allerdings auch bei Aussetzen der Blut- 
entnahmen noch laingere Zeit bestehen. Entzieht man nur kleinere Blut- 
mengen, etwa 20 ccm am Tage, so erhalt man Lipaimien mittleren Grades, 
die aber sehr viel langer aufrechterhalten werden kénnen. 

Bei vorsichtigem Arbeiten kann man die Blutentziehung lange Zeit 
hindurch an den Ohrvenen vornehmen. Wenn diese unbrauchbar wurden, 
bedienten wir uns einer frei gelegten Femoral- oder Jugularvene, die eben- 
falls haufig benutzt werden kénnen. Weniger ist die Entnahme durch 
Herzpunktion zu empfehlen. 

Das Blut wurde in Natriumoxalat aufgefangen und sofort zentrifugiert. 
Auch die Fallung der nétigen Plasmamenge wurde gleich nach Beendigung 
des Zentrifugierens vorgenommen, da besonders in den spiateren Versuchs- 
stadien auch im Oxalatplasma Gerinnungserscheinungen stattfinden. In 
der Regel wurden 10 ccm Plasma nach der Vorschrift von Bloor mit Alkohol- 
Ather 3:1 gefallt, kurz im Wasserbad erhitzt, bis der Ather kochte. und 
nach dem Abkiihlen aufgefiillt und filtriert. Dabei werden leicht 180 ccm 
Filtrat erhalten. 

186 cem Filtrat 9cecem Plasma werden chne weiteren Zusatz im 
Vakuum bei etwa 40° des Heizwassers bis fast zur Trockne eingeengt. 
Die Destillation verlauft zunachst lebhaft und wird dann ruhiger. Gegen 
Schlu8 erfolgt aber wieder ein rasches Wegsieden der letzten Anteile der 
organischen Lésungsmittel, nach dessen Beendigung sofort die Destillation 
abgebrochen wurde. Der Kolben enthalt dann noch wenige Tropfen einer 
wiasserigen Fliissigkeit, in der die Lipoidbestandteile suspendiert sind. 


1 Basko}ff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 395, 1907; Mac Lean, Biochem. 
Journ. 4, 240, 1909; Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 223, 1909; Koch und 
Woods, Journ. of biol. chem. 1, 203, 1905/06. 
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Die Kapillare wurde zunadchst mit 3ccm einer 20°,igen Losung von 
Magnesiumsulfat in n/100 Schwefelséure und dann mit Ather nachgewaschen, 
sodann der Kolbeninhalt, nachdem vdéllige Lésung eingetreten war. in 
einen Schiitteltrichter gespiilt und einige Minuten lang kraftig geschiittelt. 
Die wasserige Fliissigkeit setzt sich innerhalb von 2 Stunden klar ab, ist 
aber manchmal durch eine minimale Menge von Flocken von der atherischen 
Schicht getrennt. Sie wird abgelassen und durch neue 3 ecin der Wasch- 
fliissigkeit ersetzt. Nach dem Schiitteln setzt sich die wisserige Schicht 
nunmehr meist viel rascher ab. Sie wird wieder abgelassen. Wenn man 
Wert auf die Beseitigung der im Trichter verbliebenen kleinen Mengen 
von Magnesiumsalz legt, kann man sie mit einigen Tropfen Wasser heraus- 
waschen, ohne eine Emulsion und damit Phosphatidverluste zu veranlassen. 
Wir haben uns aber iiberzeugt, daf die geringen Salzmengen bei der spiteren 
Phosphorbestimmung keinen Fehler verursachen. Die véllig klare Ather- 
lasung wird abgegossen, der Ather abdestilliert und der Riickstand in einem 
Schiittelzylinder mit Ather auf das urspriingliche Plasmavolumen von 
%ecem aufgefillt. Die Versuchsmengen fiir die einzelnen Bestimmungen 
werden méglichst bald abgemessen, indessen tritt in gutschlieBenden 
Schiittelzylindern eine Eindickung der Atherischen Loésungen kaum ein. 

Zur Bestimmung des Phosphors wurden 2, in spateren Versuchs- 
stadien nur lecem, zu der des Gesamtstickstoffs ebenfalls 2, zu der des 
Aminostickstoffs 4cem der Atherlésung verwendet. 

Durch das Auswaschen der Atherlésungen tritt ein Verlust an Lipoid- 
substanzen nicht ein. Wir haben uns tiberzeugt, dal? der Phosphorgehalt 
keine maBgebliche Anderung erfahrt und da Fettsaiuren in der hydro- 
lysierten Waschfliissigkeit nicht nachweisbar werden. Stickstoff geht 
dagegen, wie zu erwarten war, in merklicher Menge in die Fliissigkeit hinein. 
Schon MacLean hat 1909 auf das Mitgehen basischer Substanzen in die 
Lésungen der Phosphatide hingewiesen. 

DaB kleine Mengen von Nichtphosphatidphosphor in alkoholische 
Extrakte aus Blut mitgenommen werden, ist ebenfalls behauptet worden. 
Beim Plasma ist das sicher nicht in starkerem Grade der Fall, wie der 
nachstehende Vergleich des Phosphatidgehalts der urspriinglichen mit dem 
der ausgewaschenen Lésungen zeigt. In den gesamten Waschfliissigkeit en 
aus 9 ccm Plasma wurde bei Anstellung der Reaktion von Fiske und Subbarrow 
auch nach dem Veraschen meist keine Spur einer Blaufarbung erhalten. 
Nur in einzelnen Fallen trat eine minimale Farbung auf, die aber auch 
mit den schwachsten Testlésungen nicht vergleichbar war. 


Phosphatidgehalt der urspriinglichen und der ausgewaschenen Lésungen. 





Versuch 27 Versuch 29 
Datum 
direkt ausgewaschen direkt ausgewaschen 
— - 0,0892 0.0862 0,925 0.925 
a — 0,146 - 0.156 
a a 0.178 0.172 0.178 0.166 
: a oe wales 0,262 0,250 0.249 0,208 
+ i @ > ic 0,357 0,332 0,249 0,217 
mw. A. . 0,322 0,332 0,295 
2 a 0,625 0,553 0.392 0,415 
a. de 0.415 0,392 0.325 0.312 
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Nur in einem einzigen Falle erreichte der Unterschied der Ablesunge) 
zwei volle Teilstriche des Kolorimeters. 

Die Bestimmungen des Phosphors geschahen nach der Vorsehrift vo: 
Fiske und Subbarrow!. Der Phosphatidgehalt wurde aus dem Phospho 
mit Hilfe des Faktors 24,65 berechnet (s. dazu S. 265). 

Das Cholesterin bestimmten wir nach Bloor, Pelkan und Allen®, ebens: 
die gesamten Fettséiuren, den Gesamtstickstoff durch Mikrokjeldahl im 
Fuchsschen Destillationsapparat. Zur Bestimmung des Aminostickstoffs 
im Kephalinanteil der Phosphatide wurde ein neues Verfahren ausgearbeitet. 


Mikrobestimmung von Kephalin neben Lecithin im Blutplasma. 


Die Bestimmung des Kephalins im Lecithin ist bisher wohl aus- 
schlieBlich zur Kontrolle der Reinheit von Lecithinpriparaten durch- 
gefiihrt worden. Da in solchen Fallen gréBere Materialmengen zur Ver- 
fiigung stehen, wurde sie durch Hydrolyse mittels 5°,iger Schwefelsiure 
und gasometrische Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyk 
bewerkstelligt. Mit dem Phosphatidgehalt weniger Kubikzentimeter 
Plasma 1aBt sich eine solche Bestimmung nicht durchfiihren. Wir behielten 
deshalb die Saurehydrolyse bei, nahmen aber die Bestimmung des Amino- 
stickstoffs kolorimetrisch nach Folin und Looney?* vor. 

Von der Atherlésung der Blutlipoide werden 4 ccm in kleinen Reagier- 
glisern aus Jenaer Glas vorsichtig eingedunstet. Die Fliissigkeit darf 
nicht ins Sieden geraten, da sie sonst leicht herausschiumt. Uber der 
Zentralheizung oder in einiger Entfernung von der Heizplatte ist das leicht 
zu erreichen. Man gibt dann in jedes Rohr 1 cem 5°jige Schwefelsiure, 
verschlieBt mit Zinnfolie und bringt die Réhren auf 6 Stunden in den 
Autoklaven, der auf 140° geheizt wird. P. A. Levene hat die Hydrolyse des 
Kephalins in zugeschmolzenen Réhren im Bombenofen vorgenommen, 
wir konnten uns aber tiberzeugen, daB das bei den kleinen Mengen. mit 
denen wir zu tun hatten, nicht notwendig war und zogen die Verwendung 
des Autoklaven vor, da sie die gleichzeitige Verarbeitung einer Reihe von 
Ansitzen ermdéglicht. 

Die Hydrolysenfliissigkeiten wurden nach dem Abkiihlen durch kleine 
aschefreie Filter unmittelbar in die 25-cem-MeBkélbchen hineinfiltriert, in 
denen die weitere Bestimmung vor sich gehen sollte. Die Filter wurden 
mit Wasser zweimal ausgewaschen und dann die MeBkolben verschlossen 
aufbewahrt. Da nach Koganei* die Fettsiuren des Kephalins hartnackig 
Stickstoff festhalten, trockneten wir die Filter, lésten die Fettséiuren mit 
Ather in die urspriinglich verwendeten Reagierglaser zuriick, verdampften 
den Ather und wiederholten mit dem Riickstand die Hydrolyse. 

Das Verfahren hat den Nachteil, daB in die zur Kolorimetrie bestimmte 
Fliissigkeit ziemlich viel Saure hineingelangt und daB die bei der Neutrali- 
sation entstehenden Salze den Umschlag des Phenolphthaleins unschart 
machen. In den letzten Versuchen haben wir deshalb in die abgekiihlten 
Hydrolyseréhren eine zur Neutralisation der Schwefelsiure nicht ganz 
ausreichende Menge Bariumhydroxydlésung gegeben (etwa 4¢cm_ kalt- 


1 OC. H. Fiske und Subbarrow, Journ. of biol. chem. 66, 375, 1925. 
R. W. Bloor, Pelkan und Allen, ebendaselbst 52, 191, 1922. 
O. Folin und Looney, ebendaselbst 51, 377, 1922. 

Koganei, Journ. of biochemistry 2, 495, 1923. 
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vesittigten Barytwassers), die Glaser in einer Wasserzentrifuge kurz 
entrifugiert und den AbguB in die Kélbchen filtriert. Das Bariumsulfat 
wurde zweimal mit heiBem Wasser aufgewirbelt und wieder zentrifugiert. 
Dann wurden die Filter getrocknet, die Fettséuren in die Réhren zuriick- 
vebracht und die zweite Hydrolyse ausgefiihrt, nach deren Beendigung 
wieder ebenso verfahren wurde. Die Erzielung eines gleichen Farbentons 
bei der Neutralisation ist dann in der Tat leichter, man mu8 nur achtgeben, 
daB man nicht zuviel Fliissigkeit bekommt. Die Hydrolyse an sich ist 
vollstandig, eine weitere Ausdehnung der Zeiten fiihrte nicht zu einer 
Erhéhung der Resultate. 

In jedes Kélbchen kommt nun ein Tropfen — nicht mehr! — einer 
0,1° igen alkoholischen Phenolphthaleinlésung, dann 20°,,ige Natronlauge 
e natrio bis zum Umschlag und n/10 Schwefelsaure, bis die Farbung gerade 
verschwunden ist. 

Es wurde nunmehr die Standardreihe hergestellt, die den Bereich von 
0.04 bis 0,18 mg Amino-N iiberdecken mu. Fiir die kleineren Konzentra- 
tionen verwendeten wir dabei eine auf das Fiinffache verdiinnte Harn- 
standardlésung nach Folin, von der 1 ccm 0,02 mg Amino-N enthalt. Wir 
haben uns in besonderen Kontrollversuchen iiberzeugt, daB man den 
Glykokollstandard benutzen kann und daf es nicht notwendig ist, Ver- 
gleichsl6sungen aus Aminoithylalkohol zu verwenden. Alle Lésungen 
wurden mit 10 cem Wasser, einem Tropfen Phenolphthalein und soviel Kubik- 
zentimeter der Folinschen Natriumcarbonatlésung versetzt, als in ihnen 
Kubikzentimeter n/10 Salzséiure enthalten waren. Die Farbe der Lésungen 
war gleich. , 

Nunmehr wurde zu den Versuchslésungen soviel Natriumcarbonat- 
lésung zugefiigt, daB sie die Rotfarbung des Phenolphthaleins in genau der 
gleichen Intensitét zeigten, wie die Vergleichslésungen. Dann erhielten 
die Kélbchen einen Zusatz von #$-naphthochinonsulfosaurem Kalium und 
bleiben 19 bis 30 Stunden im Dunklen stehen. 

Am SchluB des Versuchs kamen in jedes Glas 2 ccm der Folinschen 
Natriumacetatessigsaure und 2ccm 4° ,ige Natriumthiosulfatlésung. Es 
wurde dann in einem Leitz-Kolorimeter gegen die ahnlichste der Vergleichs 
lésungen kolorimetriert. 

Der theoretische Stickstoffgehalt eines Stearinélsiurekephalins ist 
1.87%. Dementsprechend wurden die Aminostickstoffwerte durch Multi- 
plikation mit 53,47 in Kephalin umgerechnet. 

Der mittlere Ablesungsfehler betrug im Bereich von 0,06 bis 0,18 mg 
Aminostickstoff 1,5°,. 

Bei der Messung von Aminoathylalkohol in einer Lésung des Chlor- 
hydrats waren die Fehler nicht gréBer. 1 cem der verwendeten Lésung 
enthielt nach der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 0,05745 mg N. 





Abgemessen Amino-N Amino-N 0 


ecm ber. gef. der Theorie 


0,057 45 0,057 14 99,4 
0.086 17 0.086 20 100.03 
011499 0,117 60 102.3 
0,143 62 0,145 40 191.2 
0,172 4 0,173 00 100.4 
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Es wurde dann ein nach der Vorschrift von Levene und Rolf aus einem 
menschlichen Gehirn dargestelltes und durch wiederholtes Fallen aus 
atherischer Loésung durch Alkohol und Wiederlésen in Ather gereinigtes 
Kephalin! mit Hilfe des Verfahrens untersucht. Das Praparat war nicht 
ganz frei von Asche, wir vermieden auch zu scharfes Trocknen, um kein 
Zersetzungen herbeizufiihren. Der Gesamtstickstotf nach Kjeldahl betruy 
schlieBlich 1,651°, statt der theoretischen 1,87°,,. 

Von diesem Priparat wurden steigende Mengen hydrolysiert und der 
Aminostickstoffgehalt kolorimetrisch bestimmt. Dabei erwies es sich als 
notwendig, einen etwaigen Stickstoffgehalt der Schwefelsiure durch ein¢ 
Blindbestimmung zu ermitteln und deren Wert in Abzug zu bringen. Wahi 
scheinlich wird sich das aber durch Benutzung der Schwefelsaéure in Ampullen 
von Kahlhaum vermeiden lassen. Das Kephalin wurde in atherische Lésung 
gebracht und in dieser Form abgemessen. 





Kephalin Angewandt) Gefunden 919 Kephalin | Angewandt Gefunden 9/5 
mg Amino-N Amino-N der Theorie mg Amino-N Amino-N | der Theori: 





1.6 0.0264 0.0270 102.2 6,0 0,0990 0.0991 100.1 
1,8 0,0297 0,0295 99,3 6,5 0,1073 0,1035 96.4 
2.0 0,0330 0.0361 109.3 7,0 0,1156 0,1166 100.8 
2.3 0,0379 0,0387 102,1 7,5 0,1238 0.1242 100,3 
2.6 0,0429 0,0415 96,7 8.0 | 0,1320 0,1324 100,3 
3.0 0.0495 0,0485 98.0 8.5 0,1403 0.1408 100.3 
3,2 0,0528 0,0520 98,4 9, 0,1486 0.1485 100,1 
3,5 0,0578 0,0577 99,8 95 | 0,1558 0,1552 100,4 
3,8 0,0628 0,0632 100,6 10,0 0,1651 0,1587 96.1 
4,5 0,0743 0,0717 96,5 10,5 0,1733 0,1617 93.3 
49 | 0,0809 0.08832 1028 11,0 | 01816 | 01670 89,04 
5,2 0,0858 0,0859 99,1 


Das Verfahren liefert demnach an Kephalin selber brauchbare Werte 
im Bereich von 1,5 bis etwa 10mg. Von da an fallen die Ergebnisse be- 
trachtlich zu gering aus. Wir machten aber nicht den Versuch, die Reich- 
weite nach oben hin auszudehnen, da die Grenze von 10 mg in unseren 
Versuchen ohnehin nicht erreicht wurde. 

In tierischen Fliissigkeiten ist neben dem Kephalin immer Lecithin 
vorhanden, aus dem bei der Hydrolyse Cholin frei gemacht wird. In be- 
sonderen Versuchen wurde kontrolliert, da8 das Cholin keine Stérung 
unseres Verfahrens bedingt, da®B insbesondere keine Entmethylierung 
stattfindet. 

Lésung I: 40mg Aminodthylalkoholchlorhydrat in 100 ccm Wasser. 
> II: 80 ,, Cholinchlorhydrat in 100 cem Wasser. 
III: 40 ,, Aminoathylchlorhydrat + 80 mg Cholinchlorhydrat in 
100 cem Wasser. 


1 P. A. Levene, und Rolf Note on the preparation of cephaline. Journ. 
of biol. chem. 74, 713, 1927. 
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Je 2ccem der drei Lésungen kamen auf 12 Stunden in den Autoklaven 
von 140°. 


Danach war in Lésung II Aminostickstoff nicht nachzuweisen, 
Losungen | und IIl ergaben das gleiche Resultat von 0.1167 mg Amino-N,. 


Endlich iiberzeugten wir uns in besonderen Versuchen, von denen 
nachstehend einer wiedergegeben ist, daB zugesetztes Kephalin aus Serum 
hinreichend vollstandig wiedergewonnen wird. 


Je 5cem Hammelserum, in denen 3,895 mg Kephalin enthalten waren, 
wurden mit steigenden Mengen unseres Kephalinpraiparats versetzt und 
nach dem angegebenen Verfahren verarbeitet. Dabei wurden die tolgenden 
Zahlen erhalten: 





Zu 5eem Serum Im ganzen Gefunden Gefunden 

"Kephalin ae Bede ing Kephalin der Theor 
0.4411 4,3361 4.3117 99.4 
0,8822 4,7772 4,7985 100,4 
1,3233 5,2183 5,2004 99,6 
1,7644 5,6594 5,6036 99,0 
2.6366 6.5416 6,4790 99,0 
3,5288 7,4238 7,4601 100,5 


Die Umrechnung der gefundenen Aminostickstoffmengen auf Kephalin 
erfolgte durch Multiplikation mit 53,47, entsprechend einem Stickstoff- 
gehalt von 1,87°%,. Das Gesamtphosphatid kann aus dem Gehalt an ather- 
loslichem Phosphor mit einiger Annaéherung durch Multiplikation mit 25, 
entsprechend einem Phosphorgehalt von 4°,, berechnet werden. Nachdem 
die ersten Analysen ergeben hatten, da der Kephalingehalt der Plasma- 
phosphatide nicht ganz unbetrachtlich ist, zogen wir es vor, dem etwas 
niedrigeren Molekulargewicht des Kephalins Rechnung zu tragen, und 
verwendeten den Faktor 24,65, der einem Gemisch gleicher Teile Lecithin 
und Kephalin entspricht. 


Die Blutgerinnungszeit bestimmten wir nach dem von Morawitz! 
empfohlenen Verfahren von Schultz? zu Beginn der taglichen Blutentnahmen. 
Das aus der Vene ausflieBende Blut laBt man in einer Hohlperlenkapillare 
hochsteigen, die bei 37° aufbewahrt wird. Jede halbe Minute wird eine 
Perle abgebrochen und in ein Reagierglas mit 1 ccm physiologischer Koch- 
salzl6sung geworfen, von denen man sich vorher eine Serie bereitstellt. In den 
ersten Glasern geht der ganze Inhalt der Kapillare in Lésung, spater zeigen 
sich Gerinnsel (Beginn der Gerinnung), schlieBlich werden kaum mehr 
Erythrocyten ausgeschwemmt (SchluB8 der Gerinnung). Zu Beginn der 
Blutentnahme wurde ferner in einem Teile der Versuche von einem Helfer 
die Zahl der Erythrocyten und der Hamoglobingehalt bestimmt. 


1 Morawitz, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden 4 (3), 207, 1924. 
2 Schultz, Berliner klin. Wochenschr. 47, 527, 1920. 
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Die Bestimmungen des Erythrocytenvolumens muBten mit Oxalatblut 
ausgetiihrt werden, da vorzeitige Gerinnung sonst nicht zu verhiiten wai 
In den spateren Stadien der Versuche mute aus dem gleichen Grunde oft 
ganz auf sie verzichtet werden. 


Ergebnisse. 


Die Lipimie wurde entsprechend den Angaben der Literatur meist 
sichtbar, wenn die Erythrocytenzahl auf etwa 2000000 gesunken war. 
Dieses Stadium war in der Regel nach 3 bis 6 Tagen erreicht. Der 
Hamoglobingehalt hatte zu dieser Zeit einen Wert von 37 bis 41 
Die Leucocytenzahlen anderten sich im Verlauf der Versuche nicht 
maBgeblich; das Volumen der Erythrocyten sank bis zum Auftreten 
der Lipimie auf 12 bis 15°). Der chemische Befund war beim 
Eintritt der lipamischen Erscheinungen nicht konstant. Die auBersten 
in diesem Augenblick gemessenen Werte waren: 


Cholesterin 90 und 66mg-°, (Kaninchen Nr. 24 bzw. 37) 


Fettsiuren 434 ,, 163 ,, = ( Pm ~~ wo we 
Phosphatid 159 ,, 66 ,, ( - », 38 und 37) 
Kephalin 108 ,, 66 ,, ( ‘ oe Boa BD 


Bei Tieren, die von vornherein ein verhaltnismabig lipoidreiches 
Plasma besaBen, trat die Lipimie rascher ein als bei solchen, bei denen 
der Lipoidspiegel urspriinglich niedrig gewesen war. Die weitere 
Steigerung der lipamischen Erscheinungen ging dann verhaltnismabig 
rasch. 


Zur ersten Anwendung des neuen Verfahrens priiften wir den 
Gehalt verschiedener Serumarten an Kephalin. Die Ergebnisse sind 
in der Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle I. 


Kephalingehalt verschiedener Serumarten in Milligrammprozent. 





Tierart i Cholesterin ey Potsheres Phosphatid Amino-N Kephalin 
Kaninchen . 64 165 50 0,7978 43 
ear 105 154 181 0,7778 42 
Pherd:. ..... 58 177 159 0,8342 45 
Schwein . . 90 218 170 0,7778 42 
Mensch I . 102 189 180 1,0768 58 

9 aes 136 226 188 1,0994 59 


Taube... 238 367 257 2,3850 128 
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Die Tabelle I zeigt fiir die untersuchten Pflanzenfresser sowie fiir 
das Schwein ganz ahnliche Kephalinwerte, die zwischen 41 und 45 mg- 
liegen, trotzdem die Menge der Gesamtphosphatide recht verschieden 
ist. Diese Konstanz ist auffallend, da von den Gesamtphosphatiden 
bekannt ist, daB sie innerhalb einer Tierart und auch bei demselben 
Individuum unter physiologischen Bedingungen stark schwanken, und 
spricht fiir eine selbstandige physiologische Bedeutung der Kephalin- 
fraktion. Die wichtigste physiologische Variable, der Fiitterungs- 
zustand, diirfte in den vorliegenden Versuchen gleich gewesen sein, da 
die Laboratoriumstiere und die Menschen bei der Blutentnahme niichtern 
waren und auch die Schlachttiere das letzte Futter am Tage vorher 
erhalten hatten. Versuche iiber den EinfluB der Fiitterung auf den 
Kephalingehalt wiirden den Rahmen der vorliegenden Arbeit iiber- 
schritten haben, sollen aber spater ausgefiihrt werden. Auffallend ist 
ferner der verhaltnismaiBig hohe Kephalingehalt, den das normale 
Kaninchenplasma in diesem und in fast allen folgenden Versuchen 
zeigt. Hier besteht bei weitem die Hauptmenge der Plasmaphosphatide 
aus Kephalin. Allerdings liegen beim Kaninchen alle Lipoidfraktionen 
besonders niedrig und so diirften sich hier die verschiedenen Versuchs- 
fehler am starksten stérend bemerkbar machen. Wir méchten also nicht 
ohne praparative Nachpriifung, die allein entscheiden kann, die Be- 
hauptung aufstellen, daB das Kaninchenplasma an Phosphatid fast 
ausschlieBlich Kephalin enthalt. 


Den héchsten Kephalingehalt fanden wir im Taubenblutplasma. 
Das Blut der Végel ist besonders reich an Lipoiden und durch seine 
eigentiimlichen Gerinnungsverhaltnisse ausgezeichnet!. Andererseits 
steht das Kaninchenblut am SchluB der Reihen, die von verschiedenen 
Autoren fiir die Gerinnungsgeschwindigkeiten der einzelnen Blutarten 
erhalten worden sind?. 


Uber die Einzelheiten unserer Kaninchenversuche geben die 
Tabellen II bis VII Auskunft, in denen die Ergebnisse von 43 Versuchen 
niedergelegt sind. In den ersten neun wurde ein Vergleich zwischen der 
aus dem atherléslichen Phosphor berechneten Menge der Gesamt- 
phosphatide und der aus dem Aminostickstoffgehalt der gewaschenen 
Extrakte berechneten Kephalinmenge vorgenommen. In den vier 
letzten Versuchen stellen wir auBerdem noch die Menge des in den 
Extrakten enthaltenen Gesamt- und Aminostickstoffs nebeneinander. 
Die SchluBfolgerungen, die sich ergaben, sind bei beiden Formen des 


1 C. Delezenne, Arch. de physiol., norm. et pathol., V. série, 9, 333, 
347, 1897. . 
2 Nasse, Wagners Handworterb. d. Physiol. 1, 45, 1842. 


18* 
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Vergleichs dieselben. Die morphologischen Verainderungen des Blutes 
sind nur in den ersten neun Versuchen ausfiihrlich protokolliert, in den 
letzten begniigten wir uns mit der Angabe des Erythrocytenvolumens, 
nachdem wir die tibrigen Ergebnisse mit denen der Literatur iiberein 
stimmend gefunden hatten. 

Ebenso stimmen die Resultate unserer Lipoidbestimmungen gut 
mit den bisher gemachten Erfahrungen iiberein. Das Cholesterin, dic 
Phosphatide und die Gesamtfettséuren hoben sich im Verlauf der Ver- 
suche auf das Zwei- bis Vierfache. Auf die Berechnung der Neutralfette, 
bei denen Horiuchi die starksten prozentischen Zunahmen gesehen hat, 
muBten wir verzichten, da die Cholesterinester und damit die auf sic 
entfallende Fettsiurequote nicht gesondert bestimmt wurden. Die 
auBerordentlich groBe prozentische Steigerung der Neutralfette kommt 
allerdings im wesentlichen durch die sehr geringen Werte zustande, die 
das Neutralfett im normalen Niichternplasma nicht nur der Kaninchen 
besitzt. Die héchsten absoluten Zahlen lagen bei 467 mg-°,, Cholesterin 
(Versuch 3), 575 mg-°., Phosphatid (Versuch 45) und 870 mg- ©, 
fettsauren (Versuch 27). Nicht selten sahen wir auf maximale Steige- 
rungen ein betrachtliches Zuriickweichen der Einzelwerte folgen, das 
vielleicht mit einer Erschépfung der Vorrate in den Organen in Ver- 
bindung gebracht werden kann, die die unmittelbare Quelle der im 
Blutplasma erscheinenden Lipoide sind. 


Gesamt- 


Die Verteilung der Gesamtphosphatide auf die Lecithin- und 
Kephalinfraktion ist in der Tabelle VIII gesondert behandelt. 


Mit Ausnahme der Versuche 42 und 45, die spiter gesondert be- 
trachtet werden, zeigt sich, daB die Lecithinwerte anfangs sehr gering 
sind und nur 11 bis 49 mg-°,, gegeniiber 43 bis 94 mg-”., Kephalin be- 
tragen. Das Lecithin zeigt aber im Verlauf der Versuche starkere 
absolute und prozentische Zunahmen als das Kephalin, so in Versuch 29 
von 11 auf 299, in Versuch 27 von 27 mg-°., am zweiten auf 392 mg- 
am siebten Versuchstage. Die Steigerungen des Lecithins sind auch im 
allgemeinen rascher als die des Kephalins. Bei diesem selber sind 
natiirlich die prozentischen Zuwachse in dem Mabe geringer, wie die 
Anfangswerte héher sind. Aber auch die absoluten Werte erreichen 
nicht annahernd die Zahlen, die verschiedentlich beim Lecithin 
gemessen wurden und haben wohl bei einem Gehalt von 0,180 ihre 
obere Grenze. 


Diese Konzentration ist aber schon ganz in der Nahe derjenigen, 
bei der Waksman'! die starkste gerinnungsférdernde Wirkung des 
Kephalins gesehen hat. Seine Tabelle auf 8.382 der zitierten Arbeit 


1 S. Waksman, Amer. journ. of physiol. 46, 375, 1918. 
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eigt die kiirzeste Gerinnungszeit in einem Ansatz von im ganzen 
20 Tropfen, der 5 Tropfen einer 0,8° igen Kephalinlésung, also eine 
Konzentration von 0,2°,, in der ganzen Fliissigkeit besaB. Dieser Wert 
liegt in unmittelbarer Nahe der von uns gemessenen 0,18”... Be- 
merkenswerterweise kann durch Kephalinzusaétze in dieser Hohe die 
Gerinnung auch in Citrat- und Oxalatplasma, dem allerdings einige 
lropfen frischen Pferdeserums und damit etwas Kalksalz zugesetzt 
war!, hervorgerufen werden. Darin liegt wieder eine Ahnlichkeit mit dem 
Plasma der aderlaBlipamischen Kaninchen, das trotz der Gegenwart 
von Oxalat einige Zeit nach der Entnahme gerinnt. Wir glauben demnach 
doch, fiir die veranderte Gerinnbarkeit dieses Plasmas seinen gesteigerten 
Kephalingehalt verantwortlich machen zu kénnen. 


So groB ist allerdings die Steigerung nicht, daB man aus ihr auf 
einen selbstandigen physiologischen Vorgang schlieBen dirfte, der im 
tahmen der Ausschwemmung von Gewebssaft eine ausgiebigere Ver- 
sorgung des Plasmas mit Kephalin herbeifiihrte. Ein solcher ware 
heispielsweise eine gesteigerte Produktion von Kephalin entweder durch 
Synthese oder durch Entmethylierung von Lecithin. Wir haben nun 
die Versuche 27 und 29 unternommen, um zu priifen, ob sich bei langer 
fortgefiihrter Blutentziehung Erscheinungen zeigen, die auf eine ge- 
steigerte Kephalinbildung hinweisen. Den beiden Tieren wurde vom 
6. Juni bis 5. Juli 1929 taglich ein AderlaB von 20 cem gemacht. Diese 
Menge reicht nicht hin, eine starke Lipimie herbeizufiihren, vielmehr 
tritt allmahlich eine Art Gleichgewicht ein, in dem die gesteigerten 
Anspriiche befriedigt werden. Vom 6. Juli an wurde die Blutentziehung 
auf 35 ccm taglich gesteigert und hierdurch die Ausbildung einer deut- 
lichen Lipamie herbeigefiihrt. Wie die Protokolle der beiden Versuche 
(siehe Tabelle VII) zeigen, trat aber auch jetzt ein scharfer Anstieg 


des Kephalins und eine Erhéhung seines Anteils an den Gesamtphos- 


phatiden nicht ein. 


Wir miissen also aus unseren Versuchen den SchluB ziehen, dab 
die AderlaBlipimie mit den Gesamtphosphatiden so viel Kephalin in 
das Blut fiihrt, daB die gesteigerte Gerinnbarkeit dadurch ihre Erklarung 
findet, daB aber eine einseitige Versorgung des Plasmas mit Kephalin 
nicht stattfindet. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir die 
Ubernahme der Kosten der vorliegenden Arbeit zu gréBtem Danke 
verpflichtet. 


1 Es ist nicht zu erkennen, ob nach diesem Zusatz die Fliissigkeit 
wieder reaktionsfahiges Calcium enthielt. 
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Veranderungen der Blutphosphatide bei der Aderla®B-lipamie. 


T abe lle Pz. 


Bewegung des Lecithins und des Kephalins. 
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Lipimiestudien. 


Von 
Wilhelm Milbradt. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


3reslau.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1930.) 


Definition. 


Die Lipamie oder nach dem Vorschlag von Bang die Hyper- 
lipamie zeigt in der Regel konstant die Vermehrung aller Lipide des 
Blutes, d. h. der Sterine, der Phosphatide, der Fettsiuren und Seifen 
sowie des Neutralfettes; da aber vor allem stets ein Anwachsen der 
Lipoidfraktionen zu verzeichnen ist, schlug schon 1908 Umber! den 
Namen Lipoidaimie fiir diesen Zustand vor. 


Historische Ubersicht. 


Klinisch ist der Begriff der Lipimie schon lange bekannt, man sah sie 
vor allem bei chronischen Aderlaissen und schweren Diabetesformen aut- 
treten. Die Diagnose wurde meist nur aus dem makroskopischen Aussehen, 
vereinzelt aus mikroskopischen Untersuchungen gestellt, und man konnte 
daher nichts tiber den qualitativen sowie den quantitativen Zustand bei dieser 
Erscheinung aussagen. Erst gegen Ende des 19. Jahrhunderts fing man an, 
den Gesamtiatherextrakt zu bestimmen, und fand dabei in einigen Fallen 
enorme Werte bis zu 20,5°, 2. 

Fischer* beschaftigte sich 1903 in einer langeren Arbeit mit det 
Pathogenese der diabetischen Lipimie. Er kam dabei an Hand einer 
Reihe von Versuchen iiber die lipolytische Fahigkeit des Blutes zur An 
nahme, daB die von Hanriot* festgestellte Serumlipase bei der Lipamie 
abnorm niedrig ist. Die Herkunft des Fettes sah er in einer Mobilisation 
der Depots. Klemperer und Umber® verwarfen die Annahme des gesteigerten 
Fettransportes, weil das Depotfett nur Spuren von Cholesterin enthielte, 


1 Klemperer und Umber, Zeitschr. f. klin. Med. 65, 340, 1908. 

2 Rauch, Diss. Leipzig, 1895; Zaudy, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 70, 
301, 1901; Graupner, Diss. Géttingen, 1898; zitiert nach Gaelmuyden, Er 
gebn. d. Physiol. 1928. 

3 Fischer, Virchows Arch. 172, 30 und 218, 1903. 

4 Hanriot, Arch. de Physiol. 10, 797, 1898. 

5 Klemperer und Umber, Zeitschr. f. klin. Med. 61, 145, 1907. 
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Journ. of biol. Chem. 33, 


W. Milbradt: Lipamiestudien. 


ind sie das Anschnellen aller Lipoidfraktionen feststellten; desgleichen 
ehnten sie die Theorie des verminderten Abbaues des Bluttettes ab, sondern 
whmen die Herkunft der Lipoide aus einem hochgradigen Zellzerfall an. 
Frugoni und Marchetti! schlossen sich dieser Ansicht einer Zerst6rung von 


(Giewebselementen an, doch betonten sie die Méglichkeit der alimentaren 
Herkunft der Lipaimie. In ein neues Stadium riickte das Studium der Lipamie, 
ls es 1909 Boggs und Morris? und gleichzeitig Morawitz und Pratt® gelang, 
experimentelle Lipamien zu erzeugen. Die Autoren teilten mit, dab bei 
Kaninchen, die durch haufig wiederholte Aderlasse anaimisch geworden 
waren, allmahlich eine milchige, in hochgradigen Fallen schokoladenartige 
Farbung des Serums eintrat. Gleichzeitig stellten .Worawitz und Pratt 
auch schon fest, daB auch bei durch hamolytische Gifte, wie Phenylhydrazin, 
animisch gemachten Tieren dieser Zustand sich zeigte. Die chemische 
\nalyse ergab ein enormes Ansteigen des Atherextraktes im Serum, und 
zwar waren Cholesterin, Lecithin und vor allem das Neutralfett vermehrt ; 
fiir die Ursache dieser AderlaBlipamie sahen sie zwei Méglichkeiten, namlich 
daB diese Stoffwechselstérung durch den groBen Eiweibverlust oder durch 
eine mangelhafte Oxydationsfaihigkeit beim andimischen Tiere bedingt ist. 
Den Ursprung des Blutfettes betrachteten sie als endogen und nicht als 
exogen und reihten die AderlaBlipimie unter die Transportlipaimien ein. 
\ls Anhaltspunkt fiir diese Anschauung machten sie das starke Schwinden 
des Subkutanfettes und die haufigen Leberverfettungen geltend. Milne* 
hestatigte die Haufigkeit der Lipamie bei experimentellen Animien und 
sah in ihr den Ausdruck einer durch die Aderliisse geschwachten Oxydations- 
energie des Organismus. Diese Theorie verfiel jedoch im allgemeinen 
energischer Ablehnung, da Benedikt und Joslin® bei diabetischer Lipaimie 
und Bieling® beim andimischen Kaninchen auf Grund von respiratorischen 
Bestimmungen diese These widerlegten. Sakai’, der von dem Mechanismus 
der AderlaBlipamie aussagte, daB ,,exogenes oder endogenes Fett in die 
Blutbahn gelangt und diese langsamer als unter normalen Umstianden 
verlaBt, griff in der Erklarung dieses Zustandes auf die Fischersche An- 
schauung der Abnahme der von Hanriot festgestellten und spiter von 
Davidsohn, Izar und Bauer® bestatigten Serumlipase zuriick und glaubte 
sie mit Hilfe der stalagmometrischen Methode nach Rona und Michaelis® 
bestatigen zu kénnen. Auf Grund von methodenkritischen Betrachtungen, 
sowie von Untersuchungen bei Diabetes wurde die Sakaische Anschauung 
sehr umstritten, unter anderen von Beumer und Biirger!®, und wurde 


! Frugoni und. Marchetti, Berl. klin. Wochenschr. 41, 1844, 1909. 

2 Boggs und Morris, Journ. of exper. Med. 11, 553, 1909. 

3 Morawitz und Pratt, Miinchn. med. Wochenschr. 35, 1817, 1908. 

4 Milne, Arch. f. klin. Med. 109, 401, 1913. 

5 Benedikt und Joslin, Metabolisme in Diabetes mellitus. Washington 
1910, zitiert nach Sakai. 

6 Bieling, diese Zeitschr. 60, 421, 1914. 

7 Sakai, ebendaselbst 62, 387, 1914. 

8 Davidsohn, ebendaselbst 49, 249, 1913; Jzar, ebendaselbst 40, 390, 
1913; Bauer, Wien. klin. Wochenschr. 76, Nr. 37, 1912. 

® Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 31, 345, 1911; 32, 482, 1911; 


$8, 413, 1911. 


10 Beumer und Biirger, Zeitschr. f. exper. Pathol. 13, 1, 1913; Bloor, 
1918; 36, 33, 1918. 














280 W. Milbradt : 


schlieBlich wohl mit Recht fiir die Zuckerkrankheitslipamie fallen gelasse: 
In letzter Zeit vertrat Edelmann! wieder die Fermenttheorie der Aderla 

lipimie und glaubte nicht nur ein Sinken der fettspaltenden Kraft « 
Serums bei experimentellen Anamien, sondern auch bei alimentaren Hype 
cholesterinamien nachzuweisen. Auch durch Cholesterinzusatz zu normale 
Blut wird die lipolytische Fahigkeit stark gehemmt. Er warf dabei di 
Frage der Absorption der Lipase durch Cholesterin auf und wies auf Dérles 
Versuche hin, nach denen Cholesterin sich wie ein negatives Kolloid verha!: 
und spezifisch adsorptive Fahigkeiten hat. Im Einklang mit dieser Thess 
stehen die Befunde von Eichholtz*, daB Fette und Lipoide negative Kataly 
satoren sind, und die von Willstdtter und Waldschmidt-Leitz*, daB die Lipas: 
von Cholesterin in Modellésungen adsorbiert wird. Ferner bemerkte: 
Dérle und Weiss® bei Hypertonikern, da® parallel dem Steigen des Chol 
steringehalts die lipatische Fahigkeit des Serums abnahm, und umgekehrt, 
daB, falls nach Jodtherapie das Cholesterin sank, die fettspaltende Kraft 
zunahm. Kurz vor seinem Tode beschaftigte sich noch Jvar Bang® in einer 
Reihe von Arbeiten mit dem Lipamieproblem. Er verwarf die Ferment 
theorie, bestatigte aber die verzégerte Fettelimination aus der Blutbah: 
bei der diabetischen Lipoidaimie, als deren Ursache er eine Leberinsuffizienz 
sah, da die Zufuhr von Zucker der Hyperlipamie entgegenwirkte und dir 
Glykogenbildung in der Leber heraufgesetzt wurde. Auf die Zusammen 
hinge zwischen Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel weisen die Arbeiten 
von Blau und Nicholson’, daB der diabetische Organismus leichter Fett 
in Gegenwart groBer Mengen Kohlenhydrat umsetzt und daB bei zucker 
kranken Patienten das Fettverbrennungsvermégen stark iiberlastet ist. 
ferner die Untersuchungen von Oliver und Haworth und Arnoldi und 
Collazo®, daB Zutuhr von Kohlenhydrat sowohl die diabetische, wie alimen 
tare Lipaimie herabsetzt. Blix® beschaftigte sich in einer langeren Mono 
graphie mit dem Wesen dieser diabetischen Stoffwechselst6rung und er 
innerte dabei an die schon von Reicher und Wacker und Hueck  wahrschein 
lich gemachte These, daB sich der Abbau des Fettes iiber die Phosphatide 
vollzieht, daB aber bei der diabetischen Lipaimie dieser Abbaumechanismus 
anscheinend gestért ist; er faBte schlieBlich seine Anschauung in dem 
Satze zusammen, daB~ ,,die Hyperlipamie beim Diabetes nur eine 
sekundire Folge des Defektes im Kohlenhydratstoffwechsel“ ist. Die 
Arbeiten von Bloor'? behandeln ebenfalls die anamische wie diabetische 


! Edelmann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 30, 221, 1922. 

2 Dérle, ebendaselbst 34, 406, 1923. 

3 Eichholtz, diese Zeitschr. 151, 187, 1924. 

4 Willstatter und Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125. 
93, 1923. 

5 Dérle und Weiss, diese Zeitschr. 167, 395, 1926. 

6 Bang, ebendaselbst 90, 383, 1918; 91, 104, L11, 224, 1918. 

7 Blau und Nicholson, Arch. of int. Med. 26, 738, 1920. 

8 Oliver und Haworth, Lancet. 205, 114, 1923. Arnoldi und Collazo. 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 40, 323, 1924. 

® Blix, Studies in the diabetic lipamie. Lund 1925. 

10 Reicher, Verhandl. d. 28. u. 29. Kongr. f. inn. Med. 1911 u. 1910 
Wiesbaden. 

11 Wacker und Hueck, diese Zeitschr. 100, 84, 1919. 

12 Bloor, Journ. of biol. Chem. 45, 171, 1920 und a. a. O. 
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Lipamiestudien. 281 


Lipamie. Dieser Autor teilte die Lipamien in zwei typische Formen ein: 
Die Formen, bei denen die Entfernung des Blutfettes nicht erschwert 
st, sondern die dadurch entstehen, daB das Blut mit Fett iiberschwemmt 
vird, z. B. bei der hamorrhargischen Lipimie des Menschen und des Kanin- 
hens. Er verwarf dabei die Sakaische Ansicht der verzégerten Fett- 
elimination, indem er ebenso wie Horiuchi! sah, daB nach Aufhéren der 
\derlasse der Blutfettspiegel sehr rasch wieder zur Norm zuriickkehrte. 
2. Die Formen, bei denen das Vermoégen, das Fett aus der Blutbahn zu 
entfernen, erschwert ist, z. B. beim Diabetes. Von der Hypothese ausgehend, 
daB ein Pankreashormon ahnlich wie das Insulin den Kohlenhydratstoff- 
wechsel, auch ein Inkret der Bauchspeicheldriise, den Fettstoffwechsel 
regele, nahm er in Ubereinstimmung mit Allan? an, daB infolge Versagens 
dieses Pankreashormons der Fettstoffwechsel iiberlastet werde und schlieBlich 
versage, wobei der Mangel an Kohlenhydraten auch eine groBe Rolle spiele. 
Von einem ganz anderen Standpunkt aus betrachten zwei neuere Arbeiten 
das Ansteigen der Lipoide bei der AderlaBlipimie. Arthur und Ella Fishberg® 
konstatierten, daB parallel der Abnahme des Serumproteins die Lipoide 
anstiegen und deuteten die Lipaimie als Kompensationserscheinung des 
Organismus im Bestreben, durch Mobilisierung des Kérperfettes den 
kolloidosmotischen Druck auf seinem Niveau zu halten. Schmitz und 
Koch* erinnerten an die alte Beobachtung, da das lipamische Serum 
iiberraschend schnell gerinnt; da sie bei der AderlaBlipimie ein bedeutendes 
Ansteigen des Kephalins, das ja bekanntlich® eine Rolle bei der Blut- 
gerinnung spielt, fanden, glaubten sie das Ansteigen der Lipoide mit einer 
etwaigen SchutzmaBregel des Organismus zusammenbringen zu kénnen. 
Fiir die Ursache der Lipimie kommen also drei Méglichkeiten in Frage. 


1. Eine Uberschwemmung mit Fett. 


2. Eine verminderte Elimination (sei es infolge Leberinsuffizienz, 
gestértem Kohlenhydratstoffwechsel, Abnahme der Serumlipase oder 
mangelhafter Resorptionsfaihigkeit der Kapillarwinde und Zellen). 

3. Eine Kompensationsmobilisierung, um den _ kolloidosmotischen 
Druck wieder herzustellen oder eine erhéhte Gerinnbarkeit des Blutes zu 
bewirken. 

Ebenso unklar wie das Ansteigen des Neutralfettes bei der Lipiamie 
ist das Ansteigen der Lipoide bei diesem Zustand. Es ist ja eine bekannte 
Tatsache, daB beim Ansteigen einer Lipoidfraktion die anderen’ zwangs- 
iufig mitgehen, ein Verhalten, das in ausgedehnten Fiitterungsversuchen 
immer wieder von den verschiedensten Autoren festgestellt wurde, siehe 
z. B. Reicher®, Lindemann’, Autenrieth und Funk, Beuwmer, Hueck und 
Wacker. Sakai wies auf die gute Léslichkeit des Cholesterins in den Fett- 
substanzen hin, ferner auf seine Veresterung mit Fettsaéuren in der Blutbahn 


! Horiuchi, Journ. of biol. Chem. 44, 345, 1920. 

Allan, Amer. Journ. med. sc. 158, 313, 1917. 

Arthur und Ella Fishberg, diese Zeitschr. 195, 20, 1928. 

Schmitz und Koch, ebendaselbst 228, 258, 1930 

Hermannsdorfer, diese Zeitschr. 75, 1, 1916 und McLean, Amer 
journ. of Physiol. 41, 250, 1916; 48, 586, 1917. 

5 Reicher, a. a. O. 

Authenrieth und Funk, Miinch. med. Wochenschr. 23, 1243, 1913; 
Lindemann, Zeitschr. f. Geburtsh. u. Gynaik. 74, 1913; Beumer, Arch. f. 
exper. Pathol. 77, 375, 1914. 
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und schloB daraus, daB bei der Lipamie das Cholesterin durch diese giinstigt 

Lésungsverhaltnisse aus den Depots gezogen wiirde. Dal andererseit 
beim Ansteigen des Neutralfettes auch die Phosphatide mitansteigen, iil 

die wahrscheinlich der Abbau der Fette sich vollzieht (Reicher, Wacker und 
Hueck u. a.), ist ja ebenso erklirlich. Da®B, um teleologisch zu sprechen, de: 
Koérper ein groBes Interesse hat, die Relation Cholesterin zu Phosphati< 
aufrecht zu erhalten, geht z. B. daraus hervor, da®B bei Organen von Hunger 
tieren der lipocytische Quotient, d.h. das Verhaltnis von Cholesterin zu 
Fettsiuren, derselbe ist wie bei Normaltieren!. Olsiure ist z. B. ein aus 
gesprochenes Hamolytikum, wiaihrend die antihimolytische und entgiftencd: 
Funktion des Cholesterins bekannt ist®. Cholesterin erhéht die Resisten, 
der roten Blutkérperchen, Lecithin erniedrigt sie*. Bei der Phagocytos: 
ist der Antagonismus von Stuber*, bei Wachstumserscheinungen = voi 
Robertson beobachtet worden’. Ferner spielt das Verhaltnis von Chole 

sterin zu Phosphatid bei den Atmungsvorgiingen eine groBbe Rolle®. Ist 
diese Relation gestért, wie z. B. bei der Beriberi, dann kommt es zu de 
schwerwiegendsten Sté6rungen des Organismus. Kolloidales Cholesterin, 
Katzen eingespritzt, wirkt in wenigen Augenblicken tédlich, zusammen mit 
Lecithin aber véllig unschadlich’. In allerletzter Zeit zeigte Degwitz*® in 
Untersuchungen an Paramiicien und Erythrocyten, da die Lipoide schon 
in physiologischen Konzentrationen, aber allein an die Zelle gebracht, als 
allerschwerste Zellgifte funktionieren, daB sie aber in geeigneter Mischung 
véllig vertraglich fiir die Infusorien sind. Da8 der Organismus imstande 
ist, auf nervéshumoralem Wege den Blutfettspiegel zu regulieren, ist ja 
bekannt. So konnte z. B. Wertheimer® nachweisen, daB Insulin und Adre 
nalin in groBen Dosen die Umwandlung der Fette in Kohlenhydrate } 

schleunigen, da®B aber dieser Vorgang durch Zertrennung des Riicken- 
marks bzw. des Splanchnikus unterbunden wird. Aus den Untersuchungen 
von Raab” geht hervor, daB die Hypophysenpraparate eine mehrere Stunden 
anhaltende Senkung des Blutfettgehalts bewirken, wobei dieses Hormon 
wahrscheinlich die Gegend des Tuber cinereum und des Infundibulum be 
einfluBt, da nach der Zerstérung dieses Gehirnteiles der Eftekt ausbleibt. 
Glucosezufuhr sowie Adrenalingaben rufen ebenfalls Senkung der Lipoic 
hervor. Goldzieher sowie Schmitz und Milbradt™ wiesen auf die Wirkung 
der Nebennierenrinde auf die Regulation des Lipoidspiegels hin. 


! Terroine, Contribution & la connaissance des substances grasses et 
lipoidiques Paris 1919. 

2 Meyerstein, Arch. f. exper. Pathol. 60, 379, 1909; 62, 258, 1910: 
Meyer, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 357, 1908. 

3 Brinkman und van Dam, diese Zeitschr. 108, 35, 1920. 

4 Stuber, ebendaselbst 51, 211, 1913. 

5 Robertson, Studies in Elektropathology. London 1918, zitiert nach 
Brinkman. 

® Hess, Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 284, 1921; 119, 176, 1922. 

7 Cashin und Morawek, Amer. journ. of physiol. 82, 294, 1927. 

8 Degwitz, Klin. Wochenschr. Nr. 49, 1929. 

® Wertheimer, Pfliigers Arch. 218, 262, 280, 287, 1926. 

10 Raab, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 49, 179, 1926. 

11 Goldzieher, Klin. Wochenschr. 7, 1124, 1928; Schmitz und Milbradt, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 68, 393, 1929. 
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Die Herkunft des Neutralfettes bei der Anamie ist also im allgemeinen 

ar, indem es entweder aus den Fettdepots stammt, wie z. B. bei der 
\derlaBlipaimie, oder alimentéren Ursprungs und nur teilweise exogen, wie 
veim Diabetes ist, oder aus dem erhéhten Zellzerfall herriihrt, wie bei Gift- 
anamien und bei der avitaminotischen Taubenandimie. Noch ganz unklar 
lagegen ist die Herkunft der Phosphatide und Sterine bei der Lipimie, 
indem die Meinungen sich gegeniiberstehen, ob sie fiir diesen Zustand syn- 
thetisiert oder aus den Depots ausgeschwemmt werden. Uber die Méglich- 
keit der Cholesterinsynthese beim Tiere wie beim Menschen existiert eine 
vroBe Literatur. Trotzdem die gegenteiligen Stimmen immer noch nicht ver- 
stummen wollen, siehe z. B. Knauer!, kann doch an der Méglichkeit der Syn- 
these von Cholesterin kaum noch gezweifelt werden, da Fox und Gardner in 
Bilanzversuchen an Erwachsenen und Sauglingen, Beumer an WKindern, 
Dezani an weiBben Mausen, Dezani und Cataretti an Kaninchen, Channon? an 
Ratten immer wieder die Synthese des Cholesterins wahrscheinlich machen 
konnten. Den elegantesten Beweis fiir diese Anschauung lieferten Bewmer 
ind Lehmann®, indem sie zwei Wirfe junger Hunde nahmen, die einen Tiere 
sofort téteten und ihren Lipoidgehalt feststellten, die anderen Tiere 
moéglichst lipoidarm ernaéhrten und schlieBlich nach einer gewissen Zeit 
téteten. Es ergab sich ein erhebliches Anwachsen des Cholesteringehalts 
hei der zweiten Serie, was nur durch Synthese zu verstehen war. Die 
Synthese der Phosphatide im Tierorganismus ist ja kaum zu bezweifeln. 
Konnte doch schon Reicher bei den Durchstr6mungsversuchen der Leber 
nach Zusatz von Triolein nachweisen, da im Lebervenenblut nicht nur 
ein erhéhtes Ansteigen des Cholesterins, sondern auch des Lecithins nach- 
zuweisen war, woraus er den SchluB auf die Lecithinsynthese in der Leber 
zog. Ebenfalls fiir die Phosphatidsynthese in der Leber sprechen die Unter- 
suchungen von Nakamura‘, der mit LeberpreBsaft sowie mit dem Durch- 
blutungsversuch arbeitete. Eine Zunahme des Lipoidgehalts im Venenblut 
der Leber, der Nebenniere und der Milz konnten mit Hilfe der Angiostomie 
methode Nedwedsky und Alexandry, ferner Leites® konstatieren. Letzterer 
\utor zog ebenso wie Lifschiitz® aus seinen Durchblutungsversuchen nach 
Zusatz von Oleinsiure den SchluB, daB nicht nur die Fettsiuren Bausteine 
zum Aufbau des Lecithins sind, sondern dai auch die Muttersubstanz des 
Cholesterins die Olsiure ist. Ist also nun einerseits die Méglichkeit der 
Synthese der Lipoide bei der Lipimie gegeben, und wird diese Anschauung 
auch von einem Teile der Autoren wie Bloor und Bang vertreten, so ist 
doch die Ansicht der alteren Autoren wie Boggs und Morris, Sakai usw. 
immer noch nicht widerlegt, daB die Lipoide bei den Lipimien von einer 
\usschwemmung aus den Depots herriihren. Zwar bestehen einige Unter- 


' Knauer, Klin. Wochenschr. 88, 1745, 1929. 

* Fox und Gardner, Proc. of the roy. soc. 92, 358, 1921; 98, 76, 1925; 
Beumer, Zeitschr f. Kinderheilkde. 33, 184, 1922; 35, 328, 1923; Dezani, 
Arch. f. farmakol. 17, 1914, zitiert nach Burger; Dezani und Cataretti, 
Ber. ti. d. ges. Phys., zitiert nach Birger; Channon, Biochem. Journ. 19, 
424, 1925. 

% Beumer und Lehmann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 37, 274, 1923. 

4 Nakamura, Ikwedaigaku Zasski 20, deutsche Zusammenfassung S. 37, 
1928, zitiert nach den Ber. ti. d. ges. Physiol. 1928. 

5 Nedwedsky und Alexandry, Pfliigers Arch. 219, 619, 1928; Leites, 
diese Zeitschr. 184, 273, 1927. 

® Lifschitz, Arch. d. Pharm. u. Ber. d. deutsch. Ges. 87, 450, 1925. 
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suchungen! an Organen von Patienten, die an diabetischer Lipimie ku 
vor dem Tode gelitten hatten, die beweisen sollen, daB keine Ausschwemmur 
der Lipoide aus den Depots bei der Lipamie stattfindet, da die Lipoi 
konzentration dieser Organe voéllig in den Bereich der Norm fielen. <A 
diese an allen méglichen Organen, wie Leber, Milz, Knochenmark, Cehirr 
angestellten Arbeiten kranken an zwei prinzipiellen Fehlerquellen, daB si: 
einerseits an Hand eines nur kleinen Materials und, wie im Falle Rewa 
ohne Analysen von Normalorganen angestellt wurden, andererseits, daB «| 
Organe nicht ausgeblutet waren und bei dem hohen Lipoidgehalt des Blutes 
so ein erhéhter Organlipoidgehalt vorgetéuscht sein konnte.  SchlieBli: 
ist noch darauf hinzuweisen, da iiber den Mechanismus der Aderlat} 
lipimie noch nichts damit ausgesagt wurde, da die Stellung der diabetische: 
Lipamie infolge der ihr zugrunde liegenden Kohlenhydratstoffwechs: 


stérung eine etwas abseitige ist. 

Zur Klarung dieser zum Teil sich widersprechenden Fiille von Tat- 
sachen warfen wir eine Reihe von Fragestellungen auf, die wir vor allem 
an Organuntersuchungen zu beantworten bemiiht waren. 

1. untersuchten wir die Speicherungsméglichkeiten fiir Cholesterin 
sowie die bekannte Fahigkeit des Organismus bei Fiitterungen mit 
reinen Fettgaben (Triolein) mit Erhéhung der Blutlipoide zu reagieren, 
um nach Beendigung der Mast durch Analyse der Organe einen Einblick 
in die Depotfunktionen zu bekommen. 

2. untersuchten wir als Prototyp der experimentellen Lipamie 
die AderlaBlipamie, um vor allem hier festzustellen, ob und welche 
Depots der Organismus bei extrem einseitiger Lipoidbeanspruchung zur 
Verfiigung hat oder ob diese Stoffe bei Bedarf synthetisiert werden 

3. untersuchten wir die avitaminotische Lipimie der Tauben, 
die wohl manche Parallele zur diabetischen Lipimie hat, aber in dem 
entgegengesetzten Verhalten von Cholesterin und Neutralfett einerseits, 


physiologischen wie pathologischen Lipimien dasteht. 


Methodisches Vorgehen. 


Wir analysierten bei unseren Versuchstieren, Kaninchen und Tauben, 
das Blut sowie die verschiedensten Organe. Das Blut entnahmen wir be 
unseren Tauben aus der FuBvene, bei den Kaninchen aus der Ohrvene 
Zu den Lipoidbestimmungen brauchten wir nur 1 ccm Plasma, da wir mit 
einem hochempfindlichen Riirkerkolorimeter arbeiteten. Das Plasma 
wurde nach Bloor in Ather-Alkohol 1: 3 enteiweiBt und in dem einen Teil 
des Filtrats das Cholesterin nach der Methode von Bloor, Allan und Pelkan’. 
in einem anderen Teil der Phosphatidphosphor nach Newmannscher Ve 
aschung® nach der Methode von Fiske und Subbarow* bestimmt. Die Tier: 


1 Klemperer, Deutsch. med. Wochenschr. 29, 470, 1910; Rewald, dies 
Zeitschr. 99, 253, 1919. 

2 Bloor, Allan und Pelkan, Journ. of biol. Chem. 52, 191, 1922. 

3 Neumann, Zeitschr. f. phys. Chem. 37, 115, 1902; 48, 32, 1904. 

4 Fiske und Subbarow, Journ. of biol. Chem. 66, 375, 1925. 
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irden nach Beendigung des Versuchs durch Halsschnitt getétet und 
isgeblutet. Die Organe wurden mdéglichst rasch nach dem Tode ent 

mmen und von Binde- und Fettgewebe griindlichst befreit, insbesondere 
e Haut vom Subkutangewebe. Die Enthaarung der Haut geschah mittels 
Strontiumsulfid. Von den Organen wurden stets Trockenbestimmungen 
vemacht. 10 bis 20g der Substanz, bei kleineren Organen der ganze Rest, 
vurden in einem gut getrockneten, vorher geschlossenen GefaB gewogen. 
Die Organsubstanz wurde dann mit Schere und Pinzette fein zerkleinert 
ind nach Fex! das Cholesterin extrahiert. Der Atherextrakt wurde ein 
gedampft und der Riickstand in warmen 96°,igen Alkohol aufgenommen 
Ein bestimmter Teil des Alkoholextrakts wurde dann nach dem Bloorschen 
Verfahren auf Cholesterin kolorimetrisch untersucht; stets wurden Doppel- 
bestimmungen ausgefiihrt, die eine weitgehendste Ubereinstimmung zu 
zeigen pflegten. In einem groBen Teil der Fille wurde zur Kontrolle oder, 
soweit es die Esterbestimmung erforderte, im Alkoholextrakt das Chole- 
sterin gravimetrisch nach Windaus und Thaysen® bestimmt. Im Gegensatz 
zu den Literaturangaben*® gab uns die Bloorsche Methode nur um 0,5 bis 
» héhere Werte. Wir fiihren diesen Umstand auf die weitgehende 
Reinigung unserer Organextrakte zuriick, da der Riickstand hintereinander 
durch Ather, Alkohol und Chloroform aufgenommen wurde. Die Farben 
waren daher beim Kolorimetrieren im Gegensatz zu den manchmal bei 


o 


gefarbten Seren st6renden unreinen Verfarbungen tiefgriin und gut ver- 
gleichbar. Nur bei den Nebennierenbestimmungen differierten die kolori- 
metrische und die gravimetrische Methode um 6 bis 11°,. Es ergab sich 
beim Kolorimetrieren ein leicht gelblicher Schein der sonst griinen Chole 
sterinchloroformlésung, auf welche Tatsache wir die erhéhten Werte der 
Bloorschen Methode zuriickfiihren. Wir kénnen nicht entscheiden, ob 
diese etwas gelbliche Farbung auf das lipochrome* Pigment oder auf das 
unverseifbare X zuriickzufiihren ist, das ja in der Nebenniere besonders 
reichlich vorhanden ist und auch mit Essigsiureanhydrid und Schwefel 
siure eine der Liebermann-Burchardtschen Reaktion sehr ahnliche Farbung 
gibt®. Bei der Haut war noch die Frage zu klaren, ob ihr Cholesterin- 
gehalt tiberall ziemlich gleich ist oder ob nach der Lokalisation grobe 
Schwankungen des Lipoidgehalts vorhanden sind. Zu diesem Zwecke 
wurde das Tier vollstindig enthiutet und das Fell in zwei symmetrische 
Halften geteilt. Von dem einen Teil, der fein zerrieben wurde, wurde ein 
aliquoter Teil zur Cholesterinbestimmung genommen, von der anderen 
Halfte ein giirtelf6érmiger Streifen untersucht (Tabelle I), 


Da sich nur ein Unterschied von 0,4°,, ergab, wurden dann spiter bei 
den Hautuntersuchungen nur noch giirtelf6rmige Streifen untersucht. Die 
Haut, als sehr leicht zugangliches Organ, analysierten wir in einer Reihe von 
AderlaBlipamien sowie Fiitterungslipamien schon vor Beginn des Versuchs, 
um so etwaige Verinderungen viel genauer feststellen zu kénnen. Wir 


' Fex, diese Zeitschr. 104, 82, 1920. 
* Windaus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 110, 1910; Thaysen, Zentralbl. 
f. Pathol. 26, 89, 1915; diese Zeitschr. 62, 89, 1914. 

3 Feigl, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 11, 1178, 1920 

4 Hymans van der Bergh, Muller und Brockmeyer, diese Zeitschr. 108, 
279, 1920. * 


5 Lifschiitz, ebendaseibst 48, 376, 1913; 54, 217, 1913. 
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Tabelle I. 


Vorversuch zur Feststellung des Cholesteringehalts der Haut. 





mg-°', Cholesterin 


: : Wasser —_______—_—__—- 0 Ester- Art der 
' i 9 E ! 
Nr. Material der frischen d. trockenen cholesterin | Bestimmung 
0), Substanz Substanz 

8 Girtelformiger 72,7 162,7 599.9 kolorimetrisc| 
Streifen 156,4 572,9 12,9 gravimetrisc] 
Aliquoter Teil 72,7 162,0 593.4 kolorimetrisch 
155,2 568,5 15,5 gravimetrisc} 


Die kolorimetrische Methode gibt um 4°/) hiéhere Werte als die gravimetrische 


entfernten zu diesem Zwecke einige Tage vor Beginn des Versuchs ein 
etwa kleinhandtellergroBe Hautstelle von dem Riicken des Kaninchens 
und untersuchten sie auf ihren Wasser- und Cholesteringehalt. Die Tiere 
brauchten bei der Méglichkeit der schnellen Ausfiihrung dieser kleiner 
Operation nicht einmal narkotisiert werden, sondern vertrugen diese: 
geringfiigigen Eingriff iiberraschend gut. Die aseptisch behandelte und 
genahte Wunde heilte sehr rasch, so daB der Versuch in keinerlei Weise 
beeintrachtigt wurde. Bei den Taubenorganen wurde auBer dem Wasser- 
und Cholesteringehalt noch der Gehalt an Gesamt- wie an Phosphati 
phosphor festgestellt. Zur Bestimmung des Gesamtphosphors wurden i: 
einem verschlieBbaren Wiegeglischen 100 bis 200 mg Organsubstanz ab 
gewogen und der Phosphor nach Newmannscher Veraschung und Neutrali- 
sierung gegen Phenolphthalein in gewéhnlicher Weise nach Fiske kolori 
metriert. Der Teil des Organs, der zur Phosphatidbestimmung dienen sollte, 
wurde méglichst rasch nach dem Tode des Tieres in ein mit 96°,igem 
Alkohol gefiilltes, vorhe: gewogenes, gut verschlieBbares Flaischchen getan 
und dann gewogen. Zur Extraktion wurde die mit Schere und Pinzette 
fein zerkleinerte Organmasse in einen Soxhletapparat quantitativ tiber 
gefiihrt und dort 2% Stunden mit 96°,igem Alkohol extrahiert. Danac! 
wurde die Extraktionshiilse gut mit Alkohol durchgespiilt, abtropfen gelassen 
und in einem kleinen Becherglas bei 70° 1 bis 114 Stunden getrocknet 
Der jetzt vollkommen trockene, spréde Riickstand lieB sich in einem Moérse1 
pulverférmig zerreiben und wurde nochmals 21 Stunden mit Ather extra- 
hiert. Der vereinigte Ather-Alkoholextrakt enthielt dann samtliche Lipoide, 
insbesondere den atherléslichen Phosphor, der nach Abdampfen des Athet 
Alkohols in oben beschriebener Weise bestimmt wurde. In einem Vo! 
versuch hatten wir an zwei Organen, einem Stiick Muskel und Haut einer 
Taube, uns iiberzeugt, daB nach der oben geschilderten Methode die Lipoid 
extraktion vollstandig ist. Wir zerrieben den Riickstand nochmals und 
extrahierten ihn 3 Stunden lang mit Ather. Es ergaben sich in dem ein 
gedampften Atherriickstand nicht die geringsten Spuren von Phosphor 
Einen Teil des Riickstandes schlossen wir nach Fex auf und bestimmten das 
Cholesterin nach Bloor. Nach Zusatz von Schwefelsiure und Essigsiéure- 
anhydrid ergab sich in dem Chloroform eine anfangs rote, spiter dunke 

braune Verfirbung, aber nicht die geringsten Spuren der Farbe der bh 
kannten Liebermannschen Reaktion. Da bekanntlich Schwefelséiure mit 
vielen orgenischen Substanzen Braunfarburngen gibt, legen wir der Ver 
farbung keinen gréBeren Wert bei und gehen wohl nicht in der Annahnv 
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hl, daB auch das Cholesterin nach der Atherextraktion vollstandig aus 
ler gepulverten Substanz entfernt ist. 


Die Fiitterungslipimien. 

Zu unseren Fiitterungsversuchen nahmen wir Kaninchen im Gewicht 
von 2300 bis 2600 g. Einigen Tieren wurde vor Beginn des Versuchs in 
der oben beschriebenen Weise ein etwa 2g schweres Hautstiick entfernt 
und auf seinen Cholesteringehalt untersucht. Die einzelnen Versuche 
dauerten im allgemeinen 14 Tage. Den Tieren wurden alle 2 bis 3 Tage 
21, cem Blut entnommen und das Plasma auf seine Lipoidveriinderungen 
untersucht. Drei Tiere wurden mit Cholesterin (500 mg) taglich gefiittert, 
das in 10cem Olivenél in Lésung gebracht wurde. Diese Olcholesterin- 
losung wurde feinst emulgiert und in zwei Portionen mit einem Abstand 
von 6 bis 8 Stunden mittels Schlundsonde gegeben, um dadurch eine bessere 
Resorption zu erzielen. Nebenbei bekamen die Kaninchen ihr gewéhnliches 
Futter in Form von Heu, Riiben, Kleie und Kartoffeln. Zwei andere Tiere, 
die wir méglichst cholesterinarm ernadhrten, erhielten tiglich zweimal 
2cem Triolein ,,Merck*, das ebenfalls feinst emulgiert wurde. Auch von 
diesen Tieren wurde der Anfangswert des Cholesterins in der Haut fest- 
gestellt. Nach Beendigung des Versuchs wurden die Organe in der oben 
beschriebenen Weise auf ihren Wasser- und Cholesteringehalt untersucht. 

Bei unserem ersten Fiitterungsversuch wollten wir feststellen, 
ob und welche Organe vorzugsweise das Cholesterin speichern, bei dem 
zweiten Versuch sollte die Frage entschieden werden, ob die nach 
Neutralfettgaben beobachteten Steigerungen der Lipoide auf Synthese 
derselben oder auf Ausschwemmung aus den Depots herriihren. Um 
nun eine geeignete Vergleichsméglichkeit gegen physiologische Ver- 
haltnisse zu haben, untersuchten wir an einer groBen Reihe von Normal- 
kaninchen die Organe. Die Gewichte dieser Tiere lagen zwischen 2000 
und 3000 g. Die Blutwerte bewegten sich fiir Cholesterin zwischen 
30 und 40 mg-°,,, fiir atherléslichen Phosphor zwischen 2,4 und 3,5 mg-",, 
fiir Fettsiuren zwischen 160 und 240 mg-°,, (Tabelle II). 

Aus der Tabelle geht hervor, da} der Wassergehalt der Nebenniere 
am niedrigsten ist, daB er in der Haut, der Bauchspeicheldriise und der 
Leber héher ist, wihrend er in den iibrigen Organen ungefahr auf gleicher 
Hohe liegt. Der Cholesteringehalt verlaiuft durchaus nicht parallel 
dazu, er ist zwar am héchsten in der Nebenniere, an zweiter Stelle 
steht jedoch das Gehirn, wahrend die iibrigen Organe einen weitaus 
niedrigeren Cholesterinspiegel haben, am niedrigsten ist der des Herzens. 
Wahrend im Gehirn fast nur freies Cholesterin, ebenso in der Haut, 
vorhanden ist, findet sich Estercholesterin in den iibrigen untersuchten 
Organen ungefahr zu 20 bis 35°,, des Gesamtcholesteringehaltes. In 
der Nebenniere ist freies Cholesterin nur zu einem geringen Bruchteil 
vorhanden. Von den kleineren Organen hatten wir zu wenig Material, 
um auch hier das vewsterte Cholesterin nach Windaus bestimmen 


zu kénnen (Tabelle ITT). 
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W. Milbradt: 


Die enge Bindung zwischen Fetten, Sterinen und Phosphatide: 
ist ja zur Geniige bekannt, und auch in unseren Versuchen stiegen 
stets im Blute alle drei Lipoidfraktionen an, falls eins von ihnen ver 
fiittert wurde. Bei allen Fiitterungen ist vielleicht auffallig, daB dic 
Fettsiuren im Verhaltnis zu der Belastung und im Hinblick auf das 
Ansteigen der anderen Fraktionen relativ nur wenig stiegen. Es ist das 
vielleicht ein Zeichen, daB das Neutralfett schnell abgebaut oder ge 
speichert wird bzw. daB es rasch als Phosphatid umgewandelt wird, 
da dies ja stets bedeutend mit ansteigt. Bei der Cholesterinfiitterung 
war erklarlicherweise der Anstieg des Cholesterins am héchsten. Bei 
allen Cholesterinkaninchen ist eine Abnahme des Gewichtes zu kon- 
statieren, die bei Kaninchen Nr. 26 so hochgradig war, daB wir es schon 
am elften Versuchstag téteten. Es soll hier noch die Frage offen gelassen 
werden, ob es sich bei dieser Abnahme um eine Schidigung des Or- 
ganismus durch die inaquate Nahrung handelte oder um eine Ver- 
schiebung im Wasserhaushalt. Die Trioleinkaninchen vertrugen im 
allgemeinen die Fiitterung viel besser, vielleicht weil die Menge von 
leem Triolein nicht so eine starke Belastung war; hier zeigte sich 
durchweg eine Zunahme der Gewichte des Tieres. Makroskopisch fand 
sich gegen Beendigung des Versuchs stets eine deutliche lipiamische 
Triibung des Plasmas, die bei den Cholesterintieren starker war. Bei 
Kaninchen Nr. 40 war ungefahr vom 13. Tage an das Plasma von sahnen- 
artiger Beschaffenheit und Farbe: es setzte sich beim Stehen an der 
Oberfliche eine Fettschicht ab. Die Organe des Kaninchens Nr. 31 
boten makroskopisch auBer einer Fettleber nichts Besonderes. Das 
Kaninchen Nr. 40 zeigte deutlich die Anzeichen einer Cholesterin- 
krankheit mit lipomatésen Einlagerungen in den groben GefiBen, 
der Herzmuskulatur, sowie einer stark vergréBerten Fettleber. 
Kaninchen Nr. 26, das gegen Ende des Versuchs so stark abgemagert 
war, zeigte autoptisch einen hochgradigen Schwund der Muskulatur 
und des Fettpolsters. Die inneren Organe boten nichts AuBergewéhn- 
liches, nur schienen die Milz und die Nieren etwas vergr6Bert; letztere 
waren von schwammiger Konsistenz. Mikroskopisch zeigte sich eine 
kleinzellige Infiltration und Degeneration der Tubuli sowie der 


Glomeruli. Es wird die Diagnose diffuse Glomerulonephritis gestellt 
Wir kénnen epikritisch nicht sagen, ob diese Nierenentziindung durch 
die Cholesterinfiitterung hervorgerufen wurde oder von einer inter 
kurrenten Infektion herriihrte. Zwar sind ja Nierenschadigungen nach 
Cholesterindarreichungen haufig, doch sind diese mehr nephrotische: 
bzw. nephrosklerotischer und nicht nephritischer Natur!. Die chemischen 
Veranderungen der lipimischen Organe gehen aus Tabelle V hervor 


1 Lawrinowicz, Zeitschr. f. kdin. Med. 80, 1910. 


Tabelle 
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W. Milbradt : 


Es zeigt sich, daB im allgemeinen der Wassergehalt der Organe ab 
genommen hat; am klarsten ist das bei den Hautanalysen zu sehen 
wo wir vor und nach Beendigung des Versuchs das Integument unter 
suchten; aber auch der Wassergehalt der anderen Organe, wie Knochen 
mark, Leber usw., liegt deutlich iiber der Norm, weitaus am starksten 
bei Kaninchen Nr. 40. Bei Kaninchen Nr. 26 machte sicb als stérende: 
Faktor die Nierenerkrankung geltend. Dieser zum allgemeinen Marasmus 
fiihrende Zustand lief erklairlicherweise den Wassergehalt einzelne: 
Organe wieder ansteigen oder verhinderte wenigstens das Absinken, 
so im Knochenmark, Pankreas, Niere. Im letzteren Organ wohl durch 
die entziindliche Stauung. Erinnern wir uns an das Absinken des Ge- 
wichts der Cholesterinkaninchen, so kénnen wir das aus der Abnahme 
des Wassergehaltes der Organe erkliren. Die Imbibitionsfihigkeit 
der Gewebe fiir Wasser ist durch Fiitterung mit dem hydrophoben 
Kolloid Cholesterin herabgesetzt worden. Vergleichen wir den Chole 
steringehalt der Organe mit den Normalzahlen, so sehen wir, daB in 
manchen deutlich der Lipoidgehalt gestiegen ist, vor allem im Knochen- 
mark, in der Milz, Leber, Nebenniere und auch Haut. Die Zunahme des 
Lipoidgehaltes der Nebenniere und der Leber, als Organen, die mit dem 
Cholesterinstoffwechsel eng verkniipft sind, ist ja schon lange bekannt 
(s. unter anderen Ellis und Gardner, Wacker und Hueck'). Die Rolle 
der Milz hat mit der Leber viel Gemeinsames. Die Zunahme der Sterine 
im Knochenmark ist bei der reichlich vorhandenen Menge Fett als 
lipoidlésliches Substrat nicht verwunderlich. Interessant ist aber die 
Depotfunktion des Integuments. Ist doch die speichernde Fahigkeit 
der Haut schon fiir eine Reihe von Stoffen bekannt, so fiir Kochsalz’”, 
fiir Wasser’, fiir Zucker*, fiir Rest-N5. Verschiedene Organe blieben 
durch die Fiitterung vollig unbeeinfluBt. So Gehirn, Niere, aber auch 
die am Fettstoffwechsel stark beteiligten Driisen, wie Lunge und 
Pankreas. Der Gehalt der Herzmuskulatur an Cholesterin fand sich 
deutlich erhéht bei Kaninchen Nr. 40, wo auch schon makroskopisch 
lipomatése Einlagerungen in der Muskulatur zu konstatieren waren 
Bei Tier Nr. 26 waren infolge der komplizierenden Nephritis noch einige 


! Ellis und Gardner, Proc. of the roy. soc. 81, 129, 1912; S84, 461, 1912: 
85, 385, 1912; Wacker und Hueck, Arch. f. exper. Pathol. 74, 416, 1913 

2 Wahilgreen, Arch. f. exper. Pathol. 61, 97, 1909; Padtherg, ebendaselbst 
63, 90, 1910; Leva, Zeitschr. f. klin. Med. 82, 1910. 

3 Engels, Arch. f. exper. Pathol. 51, 346, 1904; Sakata, ebendaselbst 
105, 11, 1925; Kénigstern, Arch. f. Dermat. 154, 352, 1928. 

4 Bang, Der Blutzucker. Bergmann, 1913; Folin, Trimble, Newman, 
Journ. of biol. chem. 75, 263, 1927: Urbach und Sicherer, Arch. f. Dermat 
157, 160, 1929. 

5 Urhach, Arch. f. Dermat. 156, 73, 1928. 
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Besonderheiten im Cholesteringehalt zu finden. Einmal war der niedrige 
Gehalt der erkrankten Niere an Cholesterin iiberraschend, iiber dessen 
Ursache man keine sicheren Vermutungen anstellen kann, und dann 
ein Normalbleiben der Cholesterinwerte in den Nebennieren im Gegen- 
satz zu unseren sonstigen wie anderweitigen Versuchen. Im letzt- 
genannten Organ hatten anscheinend zwei gegensinnig verlaufende 
Prozesse zu den Normalwerten gefiihrt, indem einerseits bei der Chole- 
sterinmast die Tendenz zu einem Anstieg der Lipoide und andererseits 
bei der kachektisierenden Erkrankung die zur Abnahme des Cholesterins 
bestand!. In den Nebennieren sowie Leberextrakten hatten wir auch 
den veresterten Anteil des Cholesterins bestimmt. Es fand sich in der 
Leber ein starkes prozentiges Ansteigen des veresterten Cholesterins. 
Wenn die Cholesterinfettsiureester etwas mit dem Fettabbau zu tun 
haben, wie es schon wiederholt vermutet worden ist, wiirde ja die 
beobachtete Erscheinung gut zu dieser These passen. In den Neben- 
nieren (mit Ausnahme von Kaninchen Nr. 26, das ja in dieser Beziehung 
eine etwas abseitige Rolle spielt) findet sich ein deutliches Ansteigen 
des freien Cholesterins. Wie wir noch aus spateren Versuchen sehen 
werden, haben wir gute Griinde, anzunehmen, daB in den Nebennieren 
das veresterte Cholesterin der labile Anteil ist, der bei Beanspruchung 
verschiedenster Art mehr oder weniger vollstandig ausgeschwemmt 
wird, daB dagegen das freie Cholesterin stabil verankert ist, wahrschein- 
lich als primarer Zellbestandteil. Wir erinnern dabei an die Tatsache, 
daB in Organen mit fast alleinigem Gehalt an freiem Cholesterin, wie 
Gehirn und Niere, der Lipoidgehalt mit auBerster Zahigkeit festgehalten 
und nur bei extremster Beanspruchung davon abgewichen wird. Finden 
wir nun, daB bei der Cholesterinmast auch das freie Cholesterin steigt, 
so spricht diese Tatsache dafiir, daB der veresterte Cholesteringehalt 
nicht nur auf Aufstapelung von Lipoiden, sondern auch auf erhédhte 
Zellvermehrung im Sinne einer Hypertrophie zu deuten ist... DaB die 
Nebenniere irgendwie mit dem Cholesterinstoffwechsel eng verkniipft 
sein miisse, wird zwar von manchen Seiten immer wieder bestritten?, 
aber es sei nur an die Hypertrophie der Nebenniere bei der Tauben- 
beriberi und ihrem hochgradig gestérten Lipoidstoffwechsel erinnert* 
sowie an die Wirkung der Rindenextrakte auf den Lipoidspiegel*, um 
der gegenteiligen Meinung sich anzuschlieBen. 


1 Hueck, Miinch. med. Wochenschr. 1911, S. 2588; Albrecht und 
Weltmann, Wien. klin. Wochenschr., Nr. 14, 1915. 

2 Birger, Ergebn. d. Kinderheilkde. u. inn. Med. 34, 583, 1928. 

8 Carrison, Proc. of the roy. soc. 91, 103, 1920; Becznak, diese Zeitschr. 
140, 1, 1923. 

*A.a. 0. 
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Bei den mit Triolein gefiitterten Tieren konnten wir ja von vorn- 
erein nicht so groBe Veranderungen im Lipoidgehalt der Organe er- 
warten, da einmal qualitativ die Trioleinfiitterung nicht so eine starke 
Belastung darstellt wie die Cholesterinmast und andererseits nur 4 ccm 
tiglich gegeben wurden. Vergleichen wir den Wassergehalt der Organe, 
o kénnen wir ein Ansteigen des Wassergehaltes feststellen, am deut- 
lichsten in der Haut, da wir ja auch hier vor Beginn des Versuchs eine 
chemische Analyse unternahmen. Ebenfalls iiber die Norm erhéht 
sind die Wasserwerte fiir die Leber und die Bauchspeicheldriise. Wir 
vlauben daraus den SchluB ziehen zu kénnen, daB die Gewichtszunahme 
der Kaninchen wahrend des Versuchs nicht oder wenigstens nicht aus- 
schlieBlich auf Fettansatz beruhte, sondern auf einer Heraufsetzung 
der Imbibitionsfahigkeit der Gewebe fiir Wasser nach Fiitterung mit 
Triolein. Einzelne Organe, wie Lunge, Pankreas, Gehirn, Herz, wohl 
auch Knochenmark, haben einen vollig normalen Cholesteringehalt. 
Die Werte fiir die Niere liegen auch noch innerhalb der physiologischen 
Grenzen, trotzdem sie ziemlich niedrig erscheinen; es ware ja méglich, 
daB ein Teil des veresterten Cholesterins in die Blutbahn ausgeschwemmt 
worden war. Makroskopisch fand sich bei den Trioleinkaninchen 
eine starke Fettleber, doch muB diese Tatsache vor allem auf eine Ein- 
lagerung von Neutralfett zuriickgefiihrt werden, denn nur bei Kaninchen 
Xr. 17 fand sich ein geringfiigiger Cholesterinanstieg. Die regulierende 
Tatigkeit der Leber im intermediaren Fettstoffwechsel ist ja unbestreit- 
bar, und auch hier kann die Fettleber nicht nur als Ausdruck der 
Lipopexie, sondern auch der Lipodiarese gedeutet werden. Bei zwei 
Organen fanden wir eine deutliche Abnahme des Cholesterins, einmal 
in der Milz, zum anderen in der Haut. Die Rolle der Milz als Chole- 
sterindepot ist schon aus den Untersuchungen von Nedwedsky und 
Alexandry' u.a. bekannt: daB das Milzvenenblut wahrend der Ver- 
dauung einen herabgesetzten, waihrend der Nichternperiode einen er- 
héhten Lipoidgehalt hat als Ausdruck von Speicherung und Abgabe. 
Deutlich ist die Abnahme des Cholesteringehaltes in der Haut. Es zeigt 
sich also, daB das Integument eines der zuerst im Organismus an- 


gegriffenen Cholesterindepots darstellt. Die Befunde bei den Neben- 


nieren sind nicht ganz eindeutig. Im Gegensatz zu der erwarteten Ab- 
nahme des Cholesterins fanden wir gerade deutlich eine Zunahme des 
gesamten sowie des freien Anteils des Cholesterins. Die Gewichte sind 
im diametralen Gegensatz zu der Cholesterinmast stark vermindert, der 
Wassergehalt ist annaihernd normal. Um diese Befunde auf einen ge- 
meinsamen Nenner zu bringen, mu8 man annehmen, dab bei der Chole- 
sterinbeanspruchung Lipoide, darunter das labile veresterte Cholesterin, 
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ausgeschwemmt werden, daB daher prozentual das freie, als primar 
Zellbestandteil verankerte Cholesterin ansteigt. Daf aber der Chol 
steringehalt nicht unternormale, sondern eher sogar_ iibernormal 
Werte zeigt, kénnte auf zweierlei Ursachen beruhen: einmal besteht 
die Méglichkeit, daB andere Lipoide, in erster Reihe kénnten die Phos 
phatide in noch stirkerem Mabe eliminiert werden und so der prozen 
tische Anteil der Sterine gesteigert sein, zum anderen kénnte unse: 
Befund als Zeichen einer vermehrten Cholesterinsynthese angesehen 


werden. Diese Synthese ist ja an und fiir sich im tierischen Kérper 


méglich und wird von einer Reihe von Autoren! in der Nebenniere 
lokalisiert. 

Auf Grund unserer Fiitterungsversuche kénnen wir also sagen, 
daB nach Cholesterinmast das Cholesterin, das von den Herbivoren 
nur schlecht ausgeschieden wird — ein Abbau kommt wohl auch kaum 
in Frage —, in den verschiedenen Depots gespeichert wird. In erster 
Linie ist dabei an das Depotfett, das Knochenmark und die Haut zu 
denken. Die Erhéhung des Cholesteringehaltes von Leber, Nebenniere 
und Milz ist weniger als ein Speicherungs- als ein Verarbeitungsvorgang 
aufzufassen. Wird der Organismus des Herbivoren mit Neutralfett 
iiberschwemmt, so werden sicherlich aus den am leichtesten zuging- 
lichen Depots: Haut, Milz, Knochenmark, vielleicht Niere, Lipoide 
mobilisiert ; ob dabei noch eine Synthese von Cholesterin in Frage kommt 
etwa durch die Nebenniere, kénnen wir nicht behaupten, aber auch nicht 
absolut von der Hand weisen. 


Die AderlaBlipimie. 


Wir sahen also schon bei unseren Fiitterungslipamien, daB der 
K6rper im Bedarfsfalle Cholesterin aus bestimmten Depots mobilisieren 
kann; um aber den Korper in dieser Beziehung noch extremer zu belasten., 
bedienten wir uns der AderlaBlipimie. Wir wissen aus einer Reihe 
von Untersuchungen?, daB der Organismus seinen Lipoidspiegel mit 
aiuBerster Zahigkeit festhalt, insbesondere den Cholesterin- und Phos- 
phatidgehalt des Gehirns und der parenchymatésen Organe, ja dal 
der Lipoidgehalt selbst der verhungerten Tiere noch immer normal 
ist. Daraus geht allerdings nur hervor, daB die Lipoide eben nicht von 
dem Organismus als Energiespender, wie Kohlenhydrat und Fett, heran- 
gezogen werden, sondern daB ihr Bestand wegen der Wichtigkeit ihrer 
Funktion gewahrt bleibt. Wie sich aber bei der einseitigen Lipoid. 
belastung wie bei der AderlaBlipamie der Organismus verhalt, koénnen 
wir noch nicht aus der Untersuchung von Hungertieren folgern. Auf 


1 Chauffard, Laroche und Grigaut, Ann. de Tome 8, 1920. 
2 Beumer, Deutsch. med. Wochenschr. 6, 230, 1925. 
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Grund von Analysen von Organen aderlaBlipamischer Kaninchen wollen 
wir also die Frage entscheiden, ob die im Blute auftretende Lipoid- 


erhéhung auf eine Synthese im Sinne von Bloor und Bang oder einer 
\usschwemmung aus den Depots (Sakai u. a.) zuriickzufiihren ist. Zu 
unseren AderlaBkaninchen wahlten wir Tiere im Gewicht von 2100 
bis 3650 g, die in gewéhnlicher Weise mit Kartoffeln, Heu, Riiben 
und Kleie genaihrt wurden. Die Blutentnahmen geschahen taglich 
in einer Menge von 25 bis 40 ccm, anfangs aus der Ohrvene, spater 


aus der Cubitalvene und der Jugularis (Tabelle VII). 

Wir sahen, da das Gewicht der Tiere regelmaBig im Verlauf des 
Versuchs absank; die Lipoide stiegen wahrend des Versuchs bis auf 
eine gewisse Héhe an, die dann aber durch noch so groBbe Aderlisse 
kaum iiberschritten werden konnte. Die Gesamtblutentnahmen waren 
zum Teil sehr betrachtlich, bis zu 800 cem in 5 bis 40 Tagen. Die Tiere 
wurden nach Beendigung des Versuchs durch Halsschnitt getétet, 
vereinzelt starben sie an Herzpunktion. Bei zwei Kaninchen, Nr. 27 
und 29, untersuchten wir simtliche Organe. Bei den anderen Tieren, 
die zum Teil zu anderweitigen Untersuchungen iiber die Aderlab- 
lipamie gedient hatten, analysierten wir vor allem nur die Haut, das 
Gehirn, das Knochenmark und die Nebennieren. Bei Kaninchen Nr. 45, 
27 und 29 stellten wir auch vor Beginn des Versuchs den Cholesterin- 
gehalt der Haut fest (Tabelle VIII). 

Aus der Tabelle geht zunachst hervor, daB bei den meisten Organen 
der Wassergehalt innerhalb der normalen Grenzen bleibt; bei langer- 
dauernden Lipimien (z. B. bei Tier 45, 5) nimmt der Wassergehalt 
des Haut- und Knochenmarkes ab. Es scheint also, als ob der durch 
die Aderlasse bedingte Wasserverlust auf die Dauer nicht von dem 
Tiere ausgeglichen werden kénnte. Auffallig ist das starke Ansteigen 
des Wassergehaltes der Nebennieren, auch die Werte fiir den der Bauch- 
speicheldriise scheinen iiber der Norm zu liegen. Vergleichen wir den 
Cholesteringehalt der Organe gegen Normalzahlen, so finden wir 
normale Werte bei Herz, Pankreas und Leber. Makroskopisch zeigte 
sich eine Fettleber als Zeichen der gesteigerten Neutralfettumsetzung. 
Wir kénnen damit nicht die von Sakai! wohl auch mit unzureichender 
Methodik erhobenen Befunde bestiatigen, daB bei der AderlaBlipamie 
der Cholesteringehalt der Leber abnimmt. Geringe, wenn auch deutliche 
Abnahmen zeigen Milz und Niere, starkere iiberraschenderweise Lunge 
und Gehirn. Die Abnahme des Cholesterins in der Lunge kénnte aller- 
dings sekundarer Natur sein. Wir sehen namlich stets, daB trotz Aus- 
blutens des Tieres die Lungen als einziges Organ noch blutiiberfiillt 
sind. Man kann sich nun vorstellen, daB bei der hochgradigen Aniamie 


Aa: 0: 
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nach Aderlissen die Lungen viel weniger rote Blutkérperchen, die ja 
ziemlich cholesterinreich sind, enthalten als unter normalen Verhiil( 
nissen. Vielleicht kénnte man fiir diese Anschauung noch ins Feld fiihrey 
daB bei der AderlaBlipimie das freie Cholesterin in den Lungen niedrige: 
ist als in der Norm, da ja das Cholesterin in den Erythrocyten fast 
ganz unverestert ist!. 

Weitaus am stirksten hat bei den von uns untersuchten Organe 
wohl die Haut an Cholesterin abgenommen. Es geht daraus hervor, 
da®B die Haut nicht nur als Speicher fiir die Lipoide dient, sondern 
daB sie auch sehr leicht und ausgiebig Cholesterin an den Organismus 
bei Bedarf abgibt, daB das Integument also nicht nur eine exkretorische 
Fahigkeit fiir die Sterine hat?. Die Befunde bei den Nebennieren zeigen 
wiederum einige Besonderheiten. Daf der Wassergehalt zunimmt. 
méchten wir auf eine gegenseitige Verschiebung der Lipoidkonzen- 
trationen beziehen. Die Gewichte der Nebennieren sind bei kurzdauern. 
den Versuchen deutlich erniedrigt, bei langerdauernden normal ode: 
zum Teil weit iiber die Norm erhéht; die Cholesterinwerte sind erheblich 
erniedrigt, wenn auch bei weitem nicht so sehr wie bei den Infektions- 
krankheiten. Der freie Anteil der Sterine ist gestiegen. Letztere Tat- 
sache méchten wir, wie schon oben aufgefiihrt, so deuten, daB das freie 
Cholesterin als primarer Zellbestandteil stabil verankert ist und daher 
beim Absinken der Ester relativ ansteigt. Die Gewichtsschwankung 
legt uns die Vermutung nahe, da®B bei geringeren Belastungen des 
Organismus ein Teil der Lipoide ausgeschwemmt wird, daB infolgedessen 
also das Gewicht sinkt, daB dann aber nach lingeren Einwirkungen 
eine Steuerungstatigkeit eintritt, was sich in einer Art von Arbeits- 
hypertrophie ausdriickt, daher das erneute Ansteigen der Gewichte 
Ob diese Hypothese stimmt, lieBe sich schlieBlich nur aus histologischen 
Untersuchungen feststellen. DaB aber die Nebenniere trotz ihres 
hohen Cholesterinreichtums nicht als rein passives Lipoiddepot im Sinne 
von Aschoff, Landau*® funktioniert, geht schon aus ihrer Kleinheit 
im Verhaltnis zum Gesamtgewicht hervor. 

Einen im ersten Augenblick iiberraschenden Befund bieten die 
Analysen des Knochenmarks. Es zeigen sich hier durchweg Erhéhungen 
des Cholesteringehalts: bei Tieren, z. B. Nr. 27 und 29, die nur kiirzere 


Zeit eine Lipimie durchmachten, haben sie bescheidenes Ausmal), 


bei anderen Tieren, die viel mehr Aderlasse bekommen hatten, z. B 
Kaninchen Nr. 45, finden sich Steigerungen weit tiber das Doppelte 


' Wacker und Hueck, a. a.O 

2 Réhmann, Hotmeisters Beitr. 5, 110, 1904; Leubuscher, Konegr. 
inn. Med. 1899; Rosenfeld, Zentrabl. f. inn. Med. Nr. 40, 1906. 

8 Aschoff, Beitr. z. pathol. Anat. 47, 1910; Landau, Deutsche m« 
Wochenschr. 12, Nr. 1, 1913. 
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der Norm. Freilich sind auch hier starke individuelle Verschiedenheiten, 
und auch hier geht durchaus nicht die Organverainderung mit der Dauer 
des Versuchs parallel. Makroskopisch fand sich eine rétliche Ver- 
farbung des gelblichen Fettmarkes der langen Réhrenknochen, mikro- 
skopisch zeigt sich deutlich eine mehr oder weniger hochgradige Um- 
wandlung des gelben in rotes Knochenmark, eine Tatsache, die in der 
menschlichen Pathologie fiir chronische Animien ganz bekannt ist!. 
Das Ansteigen des Cholesteringehalts im Knochenmark fiihren wir 
also auf das verstarkte Auftreten von kernhaltigen Blutzellen zuriick. 
Fiir unsere Anschauung, das Ansteigen des Cholesterins des Knochen- 
markes mit der Umwandlung in ein erythropoetisches Organ zusammen- 
zubringen, kénnte man noch die Glikinsche Beobachtung? anfiihren, 
daB bei neugeborenen Tieren der Phosphatidgehalt ziemlich hoch 
ist, daB er aber in der Folgezeit parallel mit der Umwandlung des roten 
in gelbes Knochenmark ziemlich rasch abnimmt. 


Wir kénnen also zusammenhaingend an Hand unserer Unter- 
suchungen iiber die AderlaBlipamien aussagen, daB nicht nur das Neutral- 
fett, sondern auch das Cholesterin aus den Depots bei diesem Zustand 
ausgeschwemmt wird. Als solche Cholesterindepots kommen in erster 
Linie die Fettlager in der Subkutis sowie im Mesenterium in Frage; 
stark ist ebenfalls die Abnahme in der Haut. Doch auch der Cholesterin- 
gehalt der parenchymatésen Organe sowie des Gehirns, die sonst mit 
iuBerster Zaihigkeit den Lipoidgehalt festhalten, nimmt deutlich ab. 
Das Ansteigen des Cholesteringehalts im Knochenmark sowie die starkere 
Abnahme in den Lungen erklaren wir nur als sekundare Erscheinung 
infolge der hochgradigen Animie bzw. ihrer Folgen. Ob eine Synthese 
des Cholesterins noch nebenbei eine Rolle spielt, k6nnen wir aus unseren 
Versuchen nicht sagen. Eine Steuerungs- bzw. Verarbeitungstitigkeit 
des Organismus macht sich ja deutlich erkennbar, einmal in der Fett- 
leber und in dem Hochbleiben der Cholesterinwerte dieses. Organs, 
zum anderen in dem nur maBigen Absinken des Cholesteringehalts 
der lipoidreichen Nebennieren und ihrem Gewichtsanstieg bei sehr 
langdauernden Versuchen. 


Die Pneumoniefille. 


In zwei Fallen hatten wir Gelegenheit, eine Pneumonie bei Kaninchen 
zu beobachten. Klinisch bemerkten wir eine beschleunigte Atmung 
und ein starkes Absinken des Kérpergewichts. Autoptisch fand sich 
in beiden Fallen eine typische Bronchopneumonie. Wahrend Grigaut, 


1 Morawitz und Blumenthal, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 92, 1909. 
2 Glikin, diese Zeitschr. 4, 235, 1907. 
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Henes, G. Stern’ bei Infektionskrankheiten, insbesondere bei Typhus 
und Pneumonie, beim Menschen fanden, daB bei schweren Infektione, 


nach einer Verminderung des Blutcholesterins dieses erst wieder ji 
Stadium der Rekonvaleszenz anstieg und sie diesen typischen Verlaut 
auf einen erhéhten Bedarf an Cholesterin wahrend dieser Krankheit 
zuruckfiihrten, stellten wir bei unseren beiden Tieren, denen wir noch 
zweimal kurz vor dem Tode Blut entnahmen, ein starkes Emporgehen 
der Lipoide fest, von denen weitaus am starksten das Cholesterin be- 
teiligt war. 
Tabelle 1X. 


Die Lipoidveranderungen im Plasma pneumoniekranker Kaninchen. 





Nr. 36 Nr. 2 
Beobachtungs- r. 36 *. 24 


tag 


Cholesterin Phosphatid 


Fettséure | Cholesterin Phosphatid Fettsiure 


i. 25,1 54,0 190,9 31,3 85,0 230,8 
3. a ut = 62.3 100.0 260.8 
4. 48,1 120,0 275,8 gestorben 
6. gestorben 
Anfangsgew. 2400 ¢ 2700 g 
Erdgewicht 1850 ¢ 2300 ¢ 


Der Gegensatz zwischen unseren Beobachtungen und denen der 
franzésischen Autoren kann verschiedene Ursachen haben. Einmal 


ging die Infektion der Patienten der ©’ 9 ten Autoren in Heilung 
iiber, und es kénnte daher der Fal! °ci / 4s einer hypocholesterinen 
Phase, wie sie z. B. bei Kanincher angedeutet ist, pramortal 
ein starkes Ansteigen der Lipoide erf am anderen wire aber auch 


daran zu denken, daB infolge der chgradigen Wasserverarmung 
(siehe Gewichtssturz) eine Ein uckung des Blutes ein Emporgehen 
der Lipoide vorgetauscht hatte. DaB das Cholesterin etwas mit der 
Infektion zu tun hat, geht aus einer Reihe von Versuchen hervor. So 
konnten z. B. Leupold und Bogendorfer®, ferner auch Beumer zeigen, 
daB mit Cholesterin gefiitterte Tiere eine erhéhte Resistenz gegen 
Pneumococceninfektion und Diphtherietoxinvergiftungen aufweisen 
DaB schlieBlich das Cholesterin gewisse Schutzwirkungen gegen saponin- 
artige Substanzen aus den Bakterienleibern hat, ist nach den Er- 
fahrungen iiber die entgiftende Funktion des Cholesterins gegeniiber 
hamolytischen Substanzen durchaus plausibel. 


1 Grigaut, Le cycle de la cholesterinemie. Paris, Steinheil. Zitiert 
nach Birger; Henes, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 111, 122, 1923; G. Stern, 
Zeitschr. f. Kinderheilkde. 25, 129, 1920. 

2 Leupold und Bogendérfer, Deutsch. klin. Med. 140, 125, 1922; Bewmer, 
Zeitschr. f. Kinderheilkde. 35, 298, 1923. 
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Tabelle X. 


Die Cholesterinwerte der Organe von Kaninchen, die an Pneumonie starben. 








Haut* Lunge 
mg-9/9 Cholesterin o-mg Cholesterin 
Nr meee aemmenmen 
Wasser bezogen auf bezogen auf Wasser bezogen auf bezogen auf 
feuchte trockene feuchte trockene 
0/, Substanz Substanz 0), Substanz Substanz 
24 66.0 132.0 388.2 82.0 288.0 1576 
36 66,0 132,0 388,2 81,5 295.9 1491 


* Ist vor der Erkrankung untersucht. Siehe Tabelle II. 





Leber Nebenniere 
mg-°'9 Cholesterin g-°/, Cholesterin 0/4 Ester 
Nr. — — v. Gesamt- 
Wasser bezogen auf bezogen auf Wasser bezogen auf bezogen auf cholesterin 
feuchte trockene feuchte trockene 
Substanz Substanz 0/9 Substanz Substanz 
24 68,4 200,6 928,7 68,0 0,984 3,07 38,0 
36 66,9 220,3 953,6 66,5 0,494 1,52 > 45,1 


Niere, Gehirn, Milz haben rormale Werte (siehe Tabelle IT). 


Der Wassergehalt der von uns untersuchten Organe liegt innerhalb 
der physiologischen Grenzen; doch miissen wir eine Wasserverarmung 
der Pneumonietiere annehmen. da es uns nicht angangig erscheint, 
den Gewichtssturz durch Ge cvseirschmelzung allein zu_ erklaren, 


und der Organismus ja no “nd Wasserspeicher, die von uns nicht 
untersucht waren, zur Ve: hatte, z. B. in der Muskulatur und 
im Subkutangewebe. Die + .e liegen mit ihrem Cholesteringehalt 


wohl noch im Bereich der Norm, we 129 uch wohl zum Teil an der unteren 
Grenze, wie z. B. die Leber, Niere. Der Cholesteringehalt der Lungen 
scheint etwas erhéht zu sein, der veresterte Anteil etwas niedrig, zwei 
Befunde, die wir mit der entziindlichen Stauung und der Anhaufung 
von weifBen Blutkérperchen erklaren méchten, da diese ja fast nur 
unverestertes Cholesterin enthalten. AuBerdem zeigt nur das freie 
Cholesterin Schutzwirkung. Deutlich ist die Abnahme der Lipoidwerte 
der Haut, zumal die Normalwerte an den gleichen Tieren gewonnen 
waren, und zum anderen in der Nebenniere, wo sie schon von einer 
Reihe von Autoren bei septischen und anderweitig infektidsen Prozessen 
in der menschlichen Pathologie gefunden worden ist'. Wir fanden 
in diesem Organ vor allem ein rapides Absinken des gebundenen Sterin- 
anteiles, so daB man beinahe von einem Estersturz sprechen kénnte. 
Wir méchten zusammenfassend aussagen, daB bei einer Pneumonie ein 


1 Landau und Mc Nee, Beitr. z. pathol. Anat. 58, 667, 1914. 
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betrachtlicher Teil Sterin verbraucht wird, der teilweise oder ganz 
aus den am leichtesten zuganglichen Depots mobilisiert wird. Dariibe: 
wie sich dieser Mehrverbrauch an Lipoiden auBert, ob das Cholesterin 
als entgiftendes Agens funktioniert oder ob es zu einem erhéhten Zellen 
aufbau, z. B. von weiBen Blutkérperchen, gebraucht wird, kénnen wir 
aus unseren Organuntersuchungen keine Aufklirung gewinnen. Wir 
ké6nnen uns aber nicht Grigauts' Ansicht anschlieBen, daB die Chole 
sterinimie bei Infektionskrankheiten ausschlieBlich von dem erhéhten 
Zellzerfall herriihrt. 


Die avitaminotische Lipimie der Tauben. 


Ganz abseitig ist das Verhalten der Lipoide bei der Avitaminose de: 
Reistauben, indem im Gegensatz zu allen anderen pathologischen wie 
physiologischen Lipimien das Cholesterin und das Neutralfett ansteigt 
und das Lecithin absinkt (Schmitz und Reiss?, Schmitz und Milbradt). Es 
bestehen gewisse Parallelen zur diabetischen Lipimie. Konnte doch 
Collazo* Hyperglykimie bei der Avitaminose nachweisen und zeigen, dai 
in diesem Organismus Zuckergaben sehr viel langere Steigerung hervor 
rufen als in der Norm, als Zeichen des herabgesetzten Abbaues. Bickel 
und Collazo* vermochten durch Insulininjektion das klinische Zustandsbild 
der Avitaminose weitgehend zu bessern. DaB die Leber und die Muskulatur 
abnorm arm an Glykogen sind, geht aus den Untersuchungen von Rubino 
und Collazo®, ferner von Pugliese hervor. Trotzdem Bickel keine Keton- 
kérper im Blute avitaminéser Tiere feststellen konnte, kann man doch 
aus der Tatsache, daB Ciaccio® bei B-avitaminotischen Tauben durch 
Gaben von Natriumbicarbonat und Kalkwasser eine bedeutend langere 
Lebensdauer erzielte, schlieBen, daB bei dieser Stoffwechselstérung eine 
Azidosis vorliegt. DaB sich im avitaminésen Kérper Fett und Kohlen- 
hydrat nicht im gewohnten MaBe vertreten kénnen’, ist dadurch bedingt, 
daB die Kohlenhydratbildung aus Fett eben sehr erschwert ist. Hierin 
ist eine weitgehende Parallele zur diabetischen Lipaimie gegeben. Dab 
aber die avitaminése Lipimie noch ihre weitgehenden Besonderheiten hat, 
soll durchaus nicht itibersehen werden; was bei einer so vielgestaltigen 
Krankheit wie der Beriberi, die die Atrophie und die Degeneration der ver- 
schiedensten Organe mit sich bringt, durch deren Ausfall das Krankheits- 
bild weitgehendst modifiziert wird, nicht verwunderlich ist. Uber die 
Taubenberiberi existieren eine Reihe von Arbeiten aus dem Embdenschen 
Institut von Lawaczek und Hotta, die fanden, daB der Cholesteringehalt ® 


-~ 


A. a. Q. 

Schmitz und Reiss, diese Zeitschr. 183, 328, 1927. 

Collazo, ebendaselbst 184, 194, 1922; 186, 278, 1922; 186, 26, 1923 
Bickel und Collazo, Deutsche med. Wochenschr. 45, 1923. 

Rubino und Collazo, diese Zeitschr. 140, 258, 1923; Pugliese, Arch. 
Biol. 12, 251, 1928. 
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6 Ciaccio, Arch. Ital. d. Biol. 72, 1, 1918. 

7 Asada, diese Zeitschr. 189, 234, 1923. 

Lawaczek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 229, 1923; Hotta, eben- 
daselbst 136, 1, 1924. 
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ler von ihnen untersuchten Organe bei der Avitaminose zunahm. In Er- 
anzung dieser Untersuchung durch Feststellung des Phosphatidgehalts 
ler Organe machten wir den Versuch, das entgegengesetzte Verhalten 
von Cholesterin und Lecithin zu erkliren. Wir unternahmen zu diesem 
Zwecke einen Taubenversuch, und zwar fiitterten wir vier Tauben in 
normaler Weise, vier Tauben im Gewicht von 300 bis 400 g¢ mit Korn fiir 
Korn verlesenem, poliertem Reis. Um auch die letzten Vitaminreste zu 
entfernen, wurde der Reis bei 140° 3 Stunden lang sterilisiert. Um den 
(jewichtssturz médglichst aufzuschieben und da, wie schon aus unseren 
Versuchen bekannt war, die Tauben bald sehr ungern dieses Futter fressen 
und das Bild der Inanition die Avitaminose verdeckt, wurden von Anfang 
an den Reistauben zweimal tiglich etwa 7g Reis manuell in den Kropf 
gegeben. Wasser wurde in beliebiger Menge gereicht. Damit die Tiere 
nicht ihren eigenen Kot fraBen, wurde dieser taglich entfernt. Das Gewicht 
der Tiere wurde alle 3 Tage kontrolliert. Die Blutentnahmen geschahen 
am Anfang des Versuchs, dann nach 2, 3, 4 und 5 Wochen. Nach Ein- 
setzen der ersten avitaminotischen Symptome wurden die Tiere mehrmals 
taglich aufgescheucht und umhergejagt, um dadurch das Krankheitsbild 
noch zu verstirken. 

Der Krankheitsverlauf der Tiere war folgender: Ungefahr vom 
10. Tage fing das Gewicht an zu sinken; bald darauf traten auch die 
ersten anderweitigen krankhaften Erscheinungen auf, indem die Tiere 
apathisch mit gestraubtem Gefieder dasaBen. Dieser Zustand besserte 
sich um den 17. Tag wieder und hielt einige Tage an bis ungefahr 
zum 21. Versuchstag. Ahnliche, wenn auch kiirzere scheinbare Er- 
holungen im klinischen Bilde wurden um den 25. und 30. Versuchstag 
beobachtet. Wir gehen wohl nicht fehl, dies als Spontanremission 
zu deuten, da es bei unserer Versuchsanordnung als ganz ausgeschlossen 
gelten darf, daB die Tiere irgendwie in der Zwischenzeit in einer Form 
Vitamine zugefiihrt bekommen haben konnten. Von anderer Seite 
sind diese Remissionen bei Tauben sogar bei synthetischer Kost beob- 
achtet worden!. Vom 31. Tage ab verschlechterte sich das klinische 
Bild der Tauben rapide. Es stellte sich jetzt bald stairkere Apathie 
ein, sowie deutliche Ataxie, die schlieBlich in véllige Hilflosigkeit mit 
Krampfen und Opisthotonus iiberging. Zwischen dem 36. und 38. Ver- 
suchstage muBten dann die Tauben im Stadium der allerschwersten 
rotatorischen und spastischen Krampfe getétet werden. Die Organe 
wurden in der oben beschriebenen Weise verarbeitet. Durchfalle beob- 
achteten wir, wie wir es von friiheren Versuchen zu sehen gewohnt 
waren, diesmal nicht; wir fiihren das darauf zuriick, daB der sterilisierte 
Reis viel besser vertraglich fiir die Tiere war (Tabelle XI und XII). 

Aus den Blutwerten geht hervor, daB das Neutralfett in der Fett- 
siurenfraktion relativ rasch ansteigt, da die Phosphatide nicht mit 
zunahmen, sondern ungefahr sich auf der anfainglichen Hohe hielten. 


1 Kon, Biochem. Journ. 21, 834, 1927. 
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Tabelle XJ. 


Die Lipoidkonzentration im Plasma von Normaltauben. 





Versuchstag | Cholesterin | Phosphatid Fettstiure Cholesterin| Phosphatid  Fettsiiur 


Nr. 5. Mannlich. Nr. 6. Mannlich. 
1. 200,0 496.0 326,0 243.2 566.0 328.5 
15. 183.8 467,0 326.0 210,2 543,5 394,7 
45. 194,8 465.0 307,8 243,7 537.5 307,8 
Anfangsgew. 360 g 220 g 
Endgewicht 380 ¢ 260 2 
Nr. 7. Mannlich. Nr. 8. Mannlich. 
& 224.4 490.0 357,0 211.4 482.0 416,7 
15. 210.2 496.0 411.1 236,6 448.0 433.3 
45. 200.0 512.5 431.6 236.9 510,0 410.6 
Anfangsgew. 280 ¢ 420 ¢ 
Endgewicht 310 ¢ 450 y 
Tabelle XII. 


Die Lipoidkonzentration im Plasma von Reistauben. 











Versuchstag | Cholesterin | Phosphatid Fettsiure Cholesterin | Phosphatid Fettsiur 
Nr. 1. Mannlich. Nr. 2. Mannlich. 
3 209,0 463.0 275.0 178,0 498.0 253.4 
14. 291.1 466,2 4113 276.0 482.9 375,9 
21. 358.4 337.0 590.0 277,2 452.0 562.5 
28. 400.1 357,0 513,5 302.3 482.0 571,0 
35. 263,0 212.5 512.0 396.4 242.0 666.5 
Anfangsgew. 340 ¢ 360 2 
Endgewicht 230 zg 250 g 
Nr. 3. Mannlich. Nr. 4. Mannlich. 
1. 238,4 566.0 274,5 224.1 597,0 394,5 
14. 407,9 50,0 468.0 287,8 50,0 555,0 
21. 412.1 470,0 500.8 260,3 3990 557,5 
28. 321,3 387.5 588,2 312,2 292.7 587.0 
35. 423.0 378,3 555,0 357,2 231,0 606.0 
38. 375.0 800.0 454.5 
Anfangsgew. 350 ¢ 400 ¢ 
Endgewicht 240 ¢ 259 ¢ 


In der dritten Woche fingen auch die Phosphatide zu fallen an, be- 
sonders bei Taube Nr. 4 und 1. Trotzdem stiegen die Fettsiuren noch 
weiter, was darauf hindeutet, daB der Umlauf der Neutralfette sich noch 
weiter erhéhte. Am 28. Tage konstatierten wir vereinzelt einen Wieder- 
anstieg der Phosphatide, eine Tatsache, die wir wiederholt schon in 
friiheren Versuchen beobachteten; sie verlief wie auch sonst paralle! 
einer klinischen Remission. Bei der letzten Blutentnahme am 35. Ver- 
suchstag fanden wir entsprechend dem klinischen Krankheitsbild 
einen Sturz der Phosphatide, wogegen das Neutralfett noch immer 
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angestiegen war. Bei Taube Nr. 3 hatten wir Gelegenheit, im Stadium 
der schwersten Krampfe am 38. Tage das Blut zu analysieren und stellten 
hier das rapide Absinken aller Lipoidfraktionen, auch der Fettsauren 
fest. Das Cholesterin zeigte von Anfang an die Tendenz zum stetigen 
Anstieg, sank jedoch bei Taube Nr. 1 und 3 kurz ante exitum ebenfalls 
scharf ab. Wir gehen wohl nicht in der Annahme fehl, daB das Ansteigen 
des Cholesterins aus einem erhéhten Zellzerfall herriihrt und nicht aus 
einem mangelhaften Abbau und daB dieser Anstieg nur ein sekundarer 
Vorgang ist, da die Cholesterinschwankung des Blutes durchaus nicht 
konform mit dem klinischen Bilde ging. Die primare Stérung im 
Lipoidstoffwechsel scheint bei den Phosphatiden zu liegen, da wir 
bei diesem wie auch bei friiheren Versuchen stets beobachten konnten, 
daB parallel dem Absinken des Lecithins sich der Zustand der Taube 
verschlechterte und sich umgekehrt besserte, falls im Blute eine Re- 
mission erfolgte. Dieser Befund steht in gutem Einklang zu der Annahme 
von Schmitz und Hiraoka', daB eine die Beriberi in weitgehendstem 
MaBe beeinflussende Stoffwechselstérung die gestérte Phosphatid- 
synthese ist (Tabelle XIII). 

Aus der Tabelle geht hervor, daB der Wassergehalt weitaus am 
starksten zunimmt in der Haut um 24,9°,, in der Muskulatur um 
4,66 °.,, in der Niere um 3,08", in den anderen Organen weniger. Ver- 
gleicht man die Organgewichte gegen die Norm, so sieht man, dab 
mit Ausnahme der bekannten Nebennierenhypertrophie? die anderen 
Organe stark an Gewicht verloren, am meisten die Leber, und zwar 
27,7 °., die Lunge 18,6 °,,, die Niere 9,5 °,,, nicht sank in diesem Versuch 
das Gehirngewicht ab; vergleicht man jedoch die Gewichte der Trocken- 
substanzen miteinander, so findet man, da auch die Gehirne um fast 
2°. abnahmen. Am starksten ist also die Leber betroffen, am wenigsten 
das Gehirn von den von uns untersuchten Organen. 

Bei den von uns in der oben beschriebenen Weise untersuchten 
Organen stellten wir den Cholesterin-, Phosphatid- und Gesamtphosphor- 
gehalt fest, und errechneten dann den Prozentsatz des atherléslichen 
Phosphors in Gesamtphosphor, sowie den lipozytischen Quotienten, 
wobei wir unter lipozytischem Quotienten im Sinne von Brinkmann 
das Verhialtnis von Phosphatiden zu Cholesterin verstanden. Am niedrig- 
sten ist in der Norm der lipozytische Quotient bei Organen, die vom 
Ectoderm abstammen, wie Haut und Gehirn; viel héher, aber innerhalb 
sehr enger Grenzen schwankend, ist der Koeffizient der parenchymatésen 
Organe, die genetisch vom Entoderm abstammen oder zum mindesten 
doch wie die Niere epithelial differenziert sind; weitaus am héchsten 


' Schmitz und Hiraoka, diese Zeitschr. 193, 1, 1928. 
A. oe. 
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Tabelle XV. 


Der Lipoid- sowie Gesamtphosphorgehalt der Organe von Normaltauben 





Ni 


Mittel: 


0 
6 
7 
8 


Mittel : 


Mittel: 








mg-°/, Cholesterin 
= N | 
Ree & 
xis S 
hal x 
355.4 1700.0 
356,2 =1529,0 
389.4 1622.0 


346.0 
364,3 


330.6 
316.5 
392.6 
316.4 


316.5 


286.6 
374.7 
340.8 
364.5 


341,7 


1201 
1234 
1441 
1253 


1307 


251.5 
220.9 
240.4 
229 4 


230.6 


63.5 
13.6 
70.5 


63.4 


67.8 


1466,0 


1579,0 


1252 
1155 
1206 
1114 


1182 


1457,0 
1588.0 
1495.0 
1641,0 


1545,0 


6640.0 
7210.0 
7470.0 
7122.0 


7110.0 


490.3 
422.1 
400.0 
434.4 


436.7 


249.0 
281.9 
945.7 
228.9 


251.4 





-0/, Ges: 
g- Phosphatid mg resamt a 
= phosphor © _ 
s&s == = = 
Zec é wy ree HE - 
moe ~ 2s Zz 3 
; : 3 a -- ~ ~*~ = 
sos cas SEOs SS = 
“34 ~ : ot & -> 
i N = > == = 
a7 Nis 3 
She ~-T. 





3.255 15.56 277.1 1326.0 9,16 47,0 
3.910 | 16,80 333.4 1425.0 109 46.7 
3,510 15,50 282.6 1176.0 10,01 49,3 
4.280 1813 2923 1239.0 123 58.6 


3.739 16.51 296.4 1292.0 10,34 50.4 
2. Leber. 


27.5 8,948 1 
98 3498 1 
18.9 3,92 1 
203 3151 1 


6 290.9 1062.0 11,05) 47,8 
l 279.2 1112.0 1087 468 
09 2848 1003.0 9.96) 44,8 


95 291.9 1106,0 11,9 54,1 
( 
l 


23,9 3,471 12,98 286.7 | 1071,0 10,95 48.4 
3. Lunge. 
3,630 19,83 251,1 | 1372,0 12,62 57,2 
3.595 15,23 253.6 1074.0 959 56,7 
3,93 15,31 317,38 1391.0 10,55 421 
3,556 16,01 285,7 |1288,0 9,75 498 
3,543 17.59 276.9 1281,0 10,63) 51,5 


4. Gehirn. 


4.68 25.86 2943 1626.0 3.89 746 
4714 2548 300.9 16260 3,53 77,4 
4.82 24.97 2929 1518.0 3,35 73,7 
5,27 29,35 270.9 1533,0 4,19 73,7 
4,87 26,42 289.8 1576.0 3.97 71,6 
». Haut 
9.96 7,983 1,593 122,55 2445 | 317 26.1 
15,3 0,988 1,897 120.3 2309) 447 32,9 
17.4 0,801 1,33 151,0 251.2 | 3,33 | 21,2 
20.0 0,778 1,539 1356 2685 3,39 229 
15,7 0.841 1,591 132.4 2488 3,59 25,8 


~ 


>. Muskulatur. 


2.978 11,68 308.4 1209.0 47,0 38.6 
2.978 11,41 322.7 1236.0 40.5 36,9 
2.755 9675 313.7 1093.0 39.0 35.1 
2.758 9955 300.9 1086.0 438.5 36.6 


2.867 10,68 811.4 1156.0 42.5 36.8 
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liegt er bei der Muskulatur, einem mensenchymalen Organ. Der Prozent 

satz des atherléslichen Phosphors im Gesamtphosphor ist weitay 

am héchsten im Gehirn, dessen Phosphor vorwiegend aus Phosphatid 

besteht. Bei den parenchymatésen Organen liegt er wiederum en, 
beieinander, wahrend der Prozentsatz des atherléslichen Phosphors 
in der Haut am niedrigsten ist. Der Gesamtphosphorgehalt, bezoge 

auf die feuchte Substanz, liegt mit Ausnahme der Haut, die erheblic} 
weniger Gesamtphosphor enthalt als die anderen von uns_ unte: 

suchten Organe, innerhalb sehr enger Grenzen (im Mittel zwische: 
276 und 311 mg-°.,). Die Haut hat also nicht nur relativ wenig Phospho: 
und reichlich Cholesterin, sondern auch die anderen Phosphorfraktione) 
sind im Verhaltnis zu den der anderen Organe sehr klein. Im Gegensatz 
hierzu steht die Muskulatur mit einem auBerst geringen Cholesterin-, 
aber hohen Phosphatidgehalt. Vergleichen wir nun diese Organbefunde 
mit denen, die wir bei der Beriberi machten, so finden wir als kon- 
stantestes Symptom der Lipoidverainderungen der Organe ein Ansteigen 
des Cholesterins. Diese schon von anderen Untersuchern! beobachtete 
Tatsache erfihrt nur bei dem Lungenbefund eine Unterbrechung 
Hier findet sich eine deutliche Abnahme im Mittel um 20,9°,. Wi 
fiihren diesen Befund darauf zuriick, daB es niemals trotz Ausblutens 
gelingt, die Lungen blutleer wie die anderen Organe zu bekommen, 
sondern daB pramortal der rechte Herzventrikel die Blutreste aus dem 
Korper in die Lungen pumpt. Bei der Beriberi tritt nun, wie das z. B. 
aus den Untersuchungen von Nitzescu und Cadariu? bekannt ist, eine 
hochgradige Animie ein: die Blutkérperchen der Taube sind nun aber 
sehr cholesterinreich, daher werden wir in der Lunge einer Reistaube 
trotz vielleicht erhéhten Gewebcholesterins infolge der Animie weniger 
Gesamtcholesterin finden als in der Lunge eines Normaltieres. An der 
Haut und Leber bestimmten wir auch den veresterten Teil des Chole- 
sterins; wir fanden dabei, daB ahnlich wie im Gehirn® auch in der Leber 
und in der Haut die gebundenen Sterine ansteigen, eine Beobachtung, 
iiber deren Ursache wir vorlaufig noch nichts aussagen kénnen. Vielleicht 
besteht eine gewisse Parallele in der Zunahme des Gesamtcholesterins 
und der der Ester. Nicht so konstant wie die Zunahme des Cholesterin- 
ist die Abnahme der Phosphatide, indem namlich bei zwei Organ 
systemen, Haut und Muskulatur, der Prozentsatz des atherléslichen 
Fhosphors fast véllig normal blieb. Eine Erklarung hierfiir kénnt: 
darin liegen, daB Haut und Muskulatur besonders hochgradig ein- 


1 Verzar, Kokes und Arvay, Pfliigers Arch. 206, 666, 1924; Messerl:. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 103, 1925; Hotta, Lawaczek, a. a. O. 


2 


2 Nitzescu und Cadariu, C. r. des séances de la société de biologie 9s, 


1245, 1923. 
3 Verzar, Kokes und Arvay, a. a. O. 
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schmelzen, wie es z. B. aus dem Ansteigen des Wasser- und Cholesterin- 
vehalts hervorgeht, und daB also bei dem hochgradigen Zellzerfall 
nicht nur Cholesterin, sondern auch Lecithin frei wird, andererseits 
besteht aber auch die Méglichkeit, daB das relative Hochbleiben der 
Phosphatide nur eine Kompensationserscheinung gegeniiber dem 
hohen Ansteigen des Cholesterins darstellt, da ja der Organismus doch 
ein groBes Interesse hat, die Relation Cholesterin zu Phosphatid miég- 
lichst lange innezuhalten. Bei den iibrigen Organen fanden wir, wie andere 
Autoren! am Gehirn feststellten, einen mehr oder weniger stark ver- 
minderten Phosphatidgehalt. Er war am starksten in der Lunge, wofiir 
auch die Erklarung, die wir fiir das Abnehmen des Cholesterins haben, 
paBt. Wir kénnen daher durchaus nicht die Befunde von Pugliese? 
hestatigen, der in der Muskulatur wie in der Leber eine Zunahme des 
anorganischen wie organischen Phosphors um das Zwei- bis Dreifache 
sah. Vergleicht man nun den lipozytischen Quotienten gegen die 
Normalzahlen, so sehen wir eine hochgradige Abnahme desselben 
fiir alle Organe, weitaus am meisten fiir die Muskulatur und die Leber. 
Der Prozentsatz des atherléslichen Phosphors im Gesamtphosphor 
nimmt ebenfalls sehr stark ab, relativ am wenigsten in der Haut und 
in der Muskulatur. Der Gesamtphosphor wachst in allen Organen 
deutlich; da wir keine Ursache haben, ein Ansteigen der Phosphagene 
in der Muskulatur anzunehmen, muB man bei der Abnahme der 
Phosphatide an eine betraichtliche Vermehrung der tibrigen Phosphor- 
fraktionen denken. Es kimen vor allem dabei die Nucleoproteide 
und der anorganische Phosphor in Betracht. Bloor? bemerkte das An- 
steigen des anorganischen Phosphors sowie anscheinend auch das der 
Nucleoproteide bei schweren Animien. Feigl* konnte bei Inanition 
und avitaminoseartigen Krankheitsbildern, ebenso wie Rumpel und 
Knack® bei Infektionskrankheiten und akuter gelber Leberatrophie, 
das Ansteigen des saureléslichen Phosphors im Blute konstatieren, 
und stellten die Frage zur Diskussion, ob bei der Avitaminose die Fahig- 
keit des intermediaren Stoffwechsels herabgesetzt sei, anorganische 
Phosphate organisch als Zellbausteine einzugliedern. Unseres Erachtens 
liegt viel naher die Parallele zum Diabetes und der diabetischen 
Lipimie. Einerseits bestehen doch bei der Beriberi starke diabetische 

1 Koch und Végtlin, Bact. lab. of Washington Bull. 108, 1916; Ciaccio, 
(nn. di clinica medica 10, 60, 1920; Naito, diese Zeitschr. 142, 385, 1923; 
Funk, Journ. of physiol. Chem. 44, 51, 1917. 

2 A.a. O. 

3 Bloor, a. a. O. 
4 Feigl, diese Zeitschr. 81, 380, 1917: 83, 218, 1917. 
5 Rumpel und Knack, Deutsche med. Wochenschr. 42, 1916; 45, 1916: 
] 


46, 


916; 47, 1916. 
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Symptome, wie Azidosis, Hyperglykimie, Glykogenarmut der Ge- 
webe usw., andererseits ist aber auch bekannt, daB beim Diabetes 
der anorganische Phosphor sowie die Ausscheidung desselben erhéht 
ist'. Die Abhangigkeit des anorganischen Phosphors vom Zuckerstoft 
wechsel geht unter anderem auch aus Untersuchungen von Fisk, 
hervor?, nach denen Zucker ebenso wie Insulin* den Spiegel der Ortho 
phosphorsaure herabsetzt. Es ware daher méglich, daB die Zunahme 
des anorganischen Phosphors in Organen der Beriberitauben auf dem 
gestérten Kohlenhydratstoffwechsel beruht. Auf einen Nebenbefund 
méchten wir hier noch hinweisen, den wir bei der Cholesterinextraktion 
nach Fex an den Lebern unserer Reistauben machten. Wahrend bei den 
gewohnlichen Atherextrakten in das Lésungsmittel reichliche Mengen 
von Gallenfarbstoffen, von deren Identitat wir uns mit Hilfe des 
Gmelinschen Probe iiberzeugten, iibergehen, enthielt der Atherextrakt 
der Leber von Reistauben nur noch Spuren von Gallenfarbstoff. Die 
schwere Schadigung der Leber, die z. B. auch aus der Steppschen 
Beobachtung4 am Gallenfistelhund, daB bei der Avitaminose keine Galle 
sezerniert wurde, hervorgeht, scheint auch zu einer primaren Schadigung 
der Gallenfarbstoffbildung in der Leber gefiihrt zu haben. 


Uberblicken wir nun das Bild in der Taubenavitaminose, so sehen 
wir in ihr eine Krankheit, bei der an simtlichen Organen Atrophie 
und Degeneration auftreten. Nicht nur vermindert sich das Kérper- 
gewicht um ein Drittel und mehr infolge hochgradigen Fett- und 
Muskelschwunds, sondern diese Entartungen treten an allen, selbst 
den lebenswichtigsten Organen auf. 


Es ist daher nicht verwunderlich, daB bei diesen mannigfachen Schadi- 
gungen die verschiedensten Funktionsst6rungen je nach dem Betroffensein 
der regulierenden Organe zu finden sind. So sahen z. B. Gébbels und Sperr 
feld®, daB bei der Avitaminose keine Pepsinsekretion, Bickel®, daB keine 
Salzsiureausscheidung, Stepp, daB keine Gallensekretion stattfindet. Die 
Gastritiden und Enteritiden kann man sehr gut auf eine Schadigung des 
Magens bzw. der Darmschleimhaut beziehen. Die Unterwertigkeit der 
Schilddriise zeigt sich darin, daB der Thyroideaextrakt avitaminotischer 
Tauben den Stoffwechsel des Muskels viel weniger erhéht als der Extrakt 
der normalen Schilddriise’?. Ciaccio® findet eine Erhéhung des Reststickstoftfs 


1 Sokhey und Allen, Biochem. Journ. 18, 1170, 1924; Falta und Whitney, 
Hofmeisters Beitr. 11, 224, 1908. 

2 Fiske, Journ. of biol. Chem. .41, 1920. 

3 Wiggelsworth, Woodrow, Smith und Winter, Journ. of physiol. 57, 
447, 1923. 

4 Stepp, Zeitschr. f. Biol. 69, 514, 1919. 

5 Gébbels und Sperrfeld, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 290, 1925. 

® Bickel, Klin. Wochenschr. 1, 110, 1922. 

7 Verzar und Vasarhelvi, Pfliigers Arch. 206, 675, 1924. 

8 Ciaccio, a. a. O. 
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les Blutes und denkt dabei an eine Nierenschadigung. Die hochgradige 
Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels kann man wohl auf die Schadigung 
der Bauchspeicheldriise zuriickftihren, ferner sei auch an die Schadigung 
ier Leber. die sich durch fehlende Gallenabsonderung und Farbstoffbildung 
\uBert, nochmals erinnert. Sehr schwerwiegend ist schlieBlich der Lipoid- 
toffwechsel gestért; die Anhaufung des Neutralfettes braucht durchaus 
iicht nur als reine Transportlipamie gedeutet zu werden, sondern kénnte auch 
us dem darniederliegenden Phosphatidstoffwechsel und Kohlenhydrat- 
stoffwechsel zu erklaren sein. Die tiefste Ursache der B-Avitaminose scheint 
ins aber in einer primar gestérten Oxydationsfaihigkeit zu liegen. Der 
Sauerstotfverbrauch ist herabgesetzt, auch wenn eine kalorisch zureichende 
Nahrung resorbiert wird!. Der Kohlenstoffgehalt ist im Harn avitaminoti- 


scher Tiere vermehrt? infolge unvollstandiger Oxydation. Uberlebende 
Leberzellen lassen nach Zusatz von B-Vitaminen in vitro eine starke 
Steigerung ihrer oxydativen Fiahigkeiten erkennen®. DaB infolge der 


darniederliegenden Oxydationsfahigkeit der Gewebe die Zellatmung hoch 
gradig gestért ist, zeigten Abderhalden sowie Hess und seine Mitarbeiter. 
Die Reduktion des Hopkinsschen Glutathions, eines mit dem Zellstoff 
wechsel in engster Beziehung stehenden autoxydablen Kérpers kommt 
bei der Avitaminose nicht mehr zustande, desgleichen fehlt anscheinend 
der Meyerhofsche® Atmungskérper. Es kommt auf die Dauer schlieBlich 
zu einer Protoplasmaeinschmelzung und Kernzerfall. 

Der Ursprung des Cholesterins in den Organen kénnte entweder 
endogen oder exogen sein. Die Nahrungszufuhr kann bei weitem nicht 
das Anwachsen des Cholesterins im Blute und Organen allein erklaren, 
hat doch der Reis nach Tannhauser einen Gehalt von 20 mg-°,, Chole- 
sterin. Es ware daher den Tieren taglich ungefahr nur 2 mg Cholesterin 
zugefiihrt worden. Da der vorwiegende Teil des Cholesterins also infolge- 
dessen endogenen Ursprungs sein muB, aber andererseits kaum etwas 
fiir eine an sich ja mégliche hochgradige Synthese spricht, kann man 
den Ursprung des Cholesterins wohl aus einem hochgradigen Zellzerfall 
annehmen. Zu der Uberschwemmung im Blut mu aber nun noch 
eine hochgradig herabgesetzte Ausscheidung hinzukommen.  Selbst 
wenn wir uns den neueren Untersuchungen anschlieBen, daB im Darm 
und nicht durch die Galle der Leber die Sekretion des Cholesterins 
erfolgt®, so ist doch an der vielfach bestatigten Beobachtung nicht zu 
zweifeln, daB infolge mechanischen Gallengangsverschlusses das Blut- 

1 Tsuji, diese Zeitschr. 129, 194, 1922. 

Bickel, Miinchn. med. Wochenschr. 46, 1603, 1923. 
Shinoda, diese Zeitschr. 149, 1, 1924. 


wo 


- 


Abderhalden und Schmidt, Pfliigers Arch. 185, 141, 1920; 187, 80, 
1921; Abderhalden und Wertheimer, ebendaselbst 192, 174, 1921; 195, 460, 
1922; Hess und Messerle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 176, 1922 usw. 

5 Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 1, 1918 usw. 

6 Sperry, Journ. of biol. Chem. 68, 357, 1926; 87, 80, 1927; Bewmer 
und Heppner, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 64, 787, 1929; Birger und 
Veter, diese Zeitschr. 182, 142, 1929. 
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cholesterin ansteigt und deutliche Parallelen zwischen dem Blut 
cholesterin und dem Gehalt der Galle an dieser Substanz bestehen! 
SchlieBlich kénnte man noch annehmen, daB bei der auch sonst gestérten 
Darmfunktion auch die Sekretion der Sterine in das Darmlumen herab 
gesetzt bzw. aufgehoben ist. Scheinbar einzigartig steht das anta- 
gonistische Verhalten von Cholesterin zu Phosphatiden da, doch findet 
sich in der Literatur eine etwas ahnliche Beobachtung. Feigl? berichtete, 
daB er bei ikterischen Lipimien nur das enorme Ansteigen von Chole 
sterin und Neutralfett sah, wahrend das Lecithin stehen blieb, ja manch- 
mal absank. Capra’ teilte mit, daB bei leichten Leberzirrhosen auf 
Cholesterinbelastung das Cholesterin abnorm hoch und lange anstieg 
das Phosphatid dagegen absank. Wir kennen durch eine Reihe von 
Untersuchungen, sowohl an angiostomierten Tieren, wie an Durch- 
blutungsversuchen, die hochgradige Fahigkeit der parenchymatésen 
Organe zur Lecithinsynthese*, der Milz, Nebenniere und vor allem 
der Leber. Nun sind alle diese Organe schwerwiegendst geschidigt 
Man denke nur an die mangelhafte Gallensekretion und Farbstoff- 
bildung, den Gewichtsschwund, die hochgradig herabgesetzte Lipo- 
diirese wie Glykogenspeicherung der Leber, um verstehen zu k6énnen, 
daB die Phosphatidsynthese weitgehend darniederliegt. Die Hyper- 
trophie der Nebenniere ist wohl als Steuerungsversuch des dys- 
funktionierenden Lipoidstoffwechsels aufzufassen und hat seine Parallele 
in der Hypertrophie des Langerhansschen Inselapparates der Bauch- 
speicheldriise und dem abnormen Kohlenhydratstoffwechsel®. Die 
avitaminotische Lipimie der Reistauben ist also demnach bedingt 
durch die Insuffizienz der iibergeordneten regulierenden Organe, an 
erster Stelle steht hierbei wohl die Leber, Milz und Lunge, und ist also 
nur eine, wenn auch vielleicht sehr auffallige Teilerscheinung im Rahmen 
eines allgemein gestérten Stoffwechsels. 


Zusammenfassende Verwertung der Hautanalysen in bezug auf den Lipoid- 
haushalt des Integuments. 


,.Galt die Haut bis vor kurzem als ein anatomisch griindlich erforschtes 
Organ, und erschien ihre Funktion als Schutzorgan, Sinnesorgan, Organ 
im Dienste des Warmehaushalts und Stoffwechsels gut bekannt, so hat 
uns die neuere Forschung gezeigt, daB alles im FluB ist. Selbst die Struktur 
ist umstritten.*‘ Abderhalden. 


1 Goodmann, Hofmeisters Beitr. 9, 91, 1907; Bacmeister, diese Zeitschr 
26, 223, 1910; Arndt und Miiller, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 54, 391, 1927. 

2 Feigl, diese Zeitschr. 90, 1, 1918. 

8 Capra, Arch.Pathol. e Clin. med. 7, 367, 1928. 

4 Reicher: Nedwedsky und Alexandry; Leites, a. a. O. 

5 Ogata, zitiert nach Bickel, diese Zeitschr. 146, 505, 1924. 
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Die moderne Klinik und Biologie gibt uns fiir die Richtigkeit dieses 
Satzes genigend Anhaltspunkte: man denke nur an die Rolle, die die Haut 
in Fragen der Allergie, der Vitaminaktivierung und der Pathologie der 
endokrinen Driisen spielt. Die Kenntnisse von der Funktion der Haut im 


Dienste des Stoffwechsels waren lange Zeit AuBerst diirftig; erst die For- 
«hungen der letzten Jahre lieben die Frage, ob die Haut einen eigenen Stoff- 
wechsel besitzt, bejahen. Sind doch fiir das Integument eine erhebliche Anzahl! 
on Fermenten bekannt, die in ihrer Vielgestaltigkeit nicht viel anderen 
Organen mit lebhaftem Metabolismus nachstehen. Gefunden ist z. B. eine 
Diastase und ein glykolytisches Ferment, eine Phenolase und eine Katalase', 
ein tryptisches Ferment und eine Nuclease*?. Als Anhaltspunkt, daB die 
Haut sich ihr eigenes Eiwei8, Kohlenhydrat und Fett aus den auf dem 
Blutwege zugefiihrten Produkten auf- und abbaut, kann die Feststellung 
einer autochthonen Hautlipase dienen®. 


Die Kenntnisse von der Bedeutung der Haut als Kochsalzdepot gehen 
auf die Arbeiten von Wahlgren, Padtberq und Lewa* zuriick, die zeigen 
konnten, daB eine Speicherung von NaCl bis zu 77°, im Hautgewebe 
méglich ist und daB diese Funktion als Kochsalzdepot sich auch umgekehrt 
bei Abgabe von NaCl zeigt, indem namlich bei chlorarmer Kost das ab- 
gegebene Chlor zu 60 bis 90°, der Haut entstammt, trotzdem diese nur 
16°, des Kérpergewichts ausmacht. Seit den grundlegenden Unter- 
suchungen Engels® wissen wir auch, dai die Haut nach der Muskulatur 
das beste physiologische Speicherorgan fiir Wasser ist, das nach Sakata® 
deswegen von besonderer Bedeutung ist, weil es das erste ist, das bei Wasser- 
bedarf geleert und bei Wasseriiberflu8 gefillt wird. Schon Jrar Bang? 
zeigte, in Zuckerbelastungsversuchen, daB die Haut 7.5 bis 11.5°, des 
zugetiihrten Zuckers speichert, waihrend die Leber z. B. 8,5 bis 12,1°,, und 
die Muskulatur nur 8°, aufnimmt. Nach Folin, Trimble und Newman® 
hat die Haut als temporaires Rezeptakulum fiir Glucose nach Zucker- 
injektionen eine groBe Bedeutung. Nur nahmen diese Autoren noch an, 
daB der héhere Zuckergehalt der Haut mehr passiv durch Diffusion als 
durch eine aktive spezifische Absorption zu erkliren ist. Demgegeniiber 
stellten Urbach und Sicherer® fest, daB ein gesetzmaBiges Ansteigen der 
Hautzuckerkurve bei Glucosebelastung besteht, und dali die Hautanalysen 
bei latentem Diabetes infolge verminderter Assimilationstahigkeit uns 
wertvollere Aufschliisse geben als die Blutuntersuchung, die manchmal 
noch vollkommen normale Werte erreichen kann. Eine weitere Arbeit 
von Urbach™ bestatigte die Vermutung, daB auch fiir Reststickstoff die 


! Wohlgemuth und Nakumura, diese Zeitschr. 173, 258, 1926. 

2 Klopstock und Buschke, Derm. Arch. 79, 1924. 

3 Wohlgemuth und Yamasaki, Klin. Wochenschr. 1924, 8S. 1113; Melczer, 
Derm. Zeitschr. 49, 252, 1926. 

4 Wahlgren, Arch. f. exper. Pythol. 61, 97, 1909; Padtberg, ebendaselbst 
63. 90, 1910; Lewa, Med. Klin. 1913, S. 1457; Zeitschr. f. klin. Med. 1, 1910. 

5 Engels, Arch. f. exper. Pathol. 51, 346, 1904. 

6 Sakata, ebendaselbst 105, 11, 1925. 

7 Bang, Der Blutzucker. Bergmann 1913. 

8 Folin, Trimble, Newman, Journ. of biol. Chem. 75, 263, 1927. 
8 Urbach, Arch. f. Derm. 157, 160, 1929. 
10 Derselbe, ebendaselbst 156, 73, 1928. 
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Haut nachst der Muskulatur das hervorragendste Speicherorgan ist und 
daB bei Alterspruritus, beginnender Uramie und Nephritis die Hautanalys: 
bei normalen Blutwerten die richtige Diagnose stellen laBt.  Lwuithlen, 
Klauder und Brown! zeigten, daB die Haut Calcium speichert, daB di 
Hautreaktion auf Irritation ziemlich parallel dem Calciumgehalt geht, und 
daB auch hier die Gewebsanalyse keineswegs durch die Blutuntersuchuny 
ersetzt werden kann. 

Zu diesen gesicherten Tatsachen, die die Haut als Depot fiir anorganische 
Substanzen, wie NaCl, Ca, H,O, und fiir organische Stoffe, wie Glucose und 
Rest-N, aufzufassen gestatten, kénnen wir nach unseren obigen Unte: 
suchungen bei Lipimie noch eine hochgradige Speicherungsméglichkeit fii: 
Cholesterin annehmen. Bekannt ist ja schon lange der Zusammenhang vor 
essentieller und symptomatischer Hypercholesterinimie und Xanthomatos 
der Haut*. AuBerdem existieren eine Reihe von Arbeiten iiber die exkre 
torische Funktion der Haut fiir Sterine®, da durch SchweiB, Talg und 
Epidermisabschilferung ein betrachtlicher Teil Cholesterin abgesondert 
wird, nach der Schatzung von Hueck fiir den Menschen etwa 0,2 bis 0.4 g 
Unna und Golodetz fanden*, daB der wesentliche Bestandteil der 
In 


taglich. 
Hautfette das Cholesterin ist, das als freies Cholesterin hauptsiachlich 
der Stachelschicht, teils gebunden, teils unverestert in der Hornschicht 
vorkommt. Nach Biirger und Schlomka® bestehen deutliche Parallelen 
zwischen dem Altern der Haut und dem Absinken ihres Cholesteringehalts 
Dai die Sterine in der Haut nicht nur Schutz- und Dichtungsfunktionen 
ausiiben, wie es z. B. noch Birger annimmt®, ahnlich wie die Xerolipoide 
bei den Xerophyten (Czapek’), zeigt ja die hinlinglich bekannte Tatsache 
der D-Vitaminaktivierung nach Bestrahlung des Integuments, indem man 
wohl heute die Huldschinskysche Beobachtung, daB durch ultraviolett: 
Strahlen die Rachitis weitgehend beeinfluBt wird, allgemein so auffalt, 
daB durch die Belichtung das zu der Sterinfraktion gehérende Ergosterin 
zu dem wirksamen Prinzip aktiviert wird®. 

Aus unseren Untersuchungen an Kaninchenhauten kénnen wir 
folgern, daB das Integument eines der zuerst vom Organismus an- 
gegriffenen Cholesterindepots darstellt, indem es diesen Stoff bei 
Angebot weitgehend speichert, es jedoch nur labil verankert und 
bei Bedarf wieder leicht an die Blutbahn abgibt. Diese Tat- 
sache soll in folgender Tabelle zusammenfassend beleuchtet werden. 
(Tabelle XVII.) 


f. expel 
285, 1927. 
2; Pinkus 


1 Luithlen, Wien. klin. Wochenschr. 1911, 8.703; Arch. 
Pathol. 69, 364, 1912; Klauder und Brown, Arch. of Derm. 11, 

2 Arning und Lippmann, Zeitschr. f. klin. Med. 89, H. 1 
und Pick, Deutsche med. Wochenschr. Nr. 35, 1908. 

3 Réhmann und Plato, a. a. O.; Leubuscher, a.a.O.; Rosenfeld, a. a. O 

4 Unna und Golodetz, Die Hautfette. 1913. 

5 Biirger und Schlomka, Zeitschr. f. exper. Med. 68, 105, 1928. 

6 Biirger, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 34, 1928. 

7 Czapek, Biochem. d. Pflanzen 1, 81, 1913. 

8 Windaus, Chem.-Ztg. 12, 113, 1927; Pohl, Naturwissensch. 26, 


433, 1927. 
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Aus dieser Zusammenfassung geht auBerdem hervor, daB Zu- 
sammenhainge zwischen dem Lipoidgehalt und dem Wassergehali 
des Integuments bestehen, indem nach Fiitterung mit dem hydro 
phoben Kolloid Cholesterin der Wassergehalt herabgesetzt, nach 
Fiitterung mit Triolein heraufgesetzt wird. 


Die von uns beobachtete Steigerung der Sterine der Haut bei de: 
avitaminotischen Taubenlipimie fiithren wir auf ein Einschmelzen 
des Neutralfettes sowie einen erhéhten Zelluntergang mit einer gleichi- 
zeitig gestérten Eliminationsfihigkeit des Organismus fiir Cholesterin 
zuriick, fassen also das Emporgehen dieses Lipoids als eine relative 
Erscheinung auf. DaB daneben noch eine Speicherung von alimentarem 
Cholesterin erfolgt, wire an und fiir sich denkbar, da wir wissen, dal} 
der avitaminotische Organismus zugefiihrtes Cholesterin weitgehendst 
retiniert! und wir andererseits die speichernde Rolle des Integuments 
fiir diesen Stoff nachwiesen. Die Méglichkeit einer etwaigen hoch- 
gradigen Cholesterinsynthese und dadurch bedingten Hypercholesterin- 
amie glauben wir auBer acht lassen zu kénnen, da ja einerseits bei der 
Avitaminose, bei der allseitig Dissimilation herrscht, nichts fiir eine 
komplizierte Assimilation spricht, andererseits die Tatsache der ver- 
ringerten Phosphatidsynthese, wobei unter physiologischen wie patho- 
logischen Verhaltnissen die Lipoidfraktionen konform sich zu verhalten 
pflegen, auch nicht den Sterinaufbau wahrscheinlich macht. 


I. Ergebnisse der Versuche iiber Fiitterungslipimien. 


1. Die Imbibitionsfahigkeit der Gewebe fiir Wasser wird durch 
Cholesterinfiitterung erniedrigt, durch Triolein erhéht. 


2. Im Sinne von Depotorganen, sei es durch Speicherung wie durch 
Abgabe, funktionieren vor allem Haut, Knochenmark; die Erhéhung 
des Cholesteringehalts von Nebennieren, Leber und Milz sind auf ihre 
fettverarbeitende Rolle zuriickzufiihren, sie haben unter normalen 
Umstanden keinen Depotvorrat, den sie leicht, z. B. bei Trioleinfiitterung, 
abgeben kénnen. Lunge, Bauchspeicheldriise und Niere sowie Gehirn 
und Herz bleiben innerhalb ertraglicher Belastungen unbeeinfluBt. 
Die Erhéhung des Cholesterinspiegels des Blutes nach Trioleinfiitterung 
ist teilweise, vielleicht auch ganz auf eine Ausschwemmung zuriick- 
zufiihren. 


3. Es zeigte sich bei unseren Fiitterungsversuchen bei den 
Gewichten der Nebennieren ein diametraler Gegensatz, indem diese 
bei Cholesterinmast erhéht, bei Trioleinfiitterung dagegen deutlich 
herabgesetzt waren. 


1 Hotta, diese Zeitschr. 186, 1, 1924. 
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Lipamiestudien. 


II. Ergebnisse der Versuche iiber AderlaBlipimie. 


1. Der Wassergehalt des Organismus sinkt auf die Dauer stark ab; 
einzelne Organe wie Nebenniere und Pankreas nehmen dagegen an 
Wasser stark zu. 

2. Die Erhéhung der Lipoide im Blute bei der Aderlablipamie 
ist als Ausschwemmung zu deuten, diese ist am gréBten in der Haut, 
geringer in der Milz, im Gehirn, in der Niere, in den Lungen und in den 
Nebennieren. 

3. Die Zunahme des Cholesterins im Knochenmark wird auf die 
Umwandlung des gelben in rotes Knochenmark bezogen. 

4. Die Steuerungstatigkeit des Organismus zeigt sich in einer 
Fettleber mit einem Hochbleiben der Cholesterinwerte und in einem 
Anstieg der Nebennierengewichte bei sehr langdauernden Versuchen, 
letztere Tatsache wird als Arbeitshypertrophie gedeutet. 


Ill. Ergebnisse der Pneumoniefiille. 
1. Der Wassergehalt des Organismus sinkt sehr stark ab. 
2. Primortal ist ein Ansteigen der Lipoide, besonders des Chole- 
sterins zu finden. 
3. Die Erhéhung des Cholesterinspiegels ist zum Teil wenigstens 
als Ausschiittung aus den Depots zu deuten. 


IV. Ergebnisse der avitaminotischen Lipimie der Reistauben. 


1. Der Wassergehalt der Organe nimmt bei der Avitaminose zu, 
weitaus am starksten in der Haut, dann in der Muskulatur und in der 
Niere. 

2. Der Cholesteringehalt steigt in simtlichen untersuchten Organen, 
auch in der Niere, weitaus am starksten in der Muskulatur, der Leber 
und der Haut; eine Ausnahme bildet hier nur die Lunge, ein Befund, 
der aber wahrscheinlich nur durch das ungeniigende Ausbluten und die 
gleichzeitige sekundire Andmie der Beriberi zu erklaren ist. 

3. Der Phosphatidgehalt sinkt bei allen parenchymatésen Organen 
sowie im Gehirn; er bleibt derselbe in der Haut und in der Muskulatur, 
zwei Organen, ‘die durch ein besonderes Ansteigen des Cholesterins 
gekennzeichnet sind. 

4. Der Prozentsatz des atherléslichen Phosphors im Gesamt- 
phosphor sowie der lipozytische Quotient, d.h. das Verhialtnis der 
Phosphatide zu Cholesterin, sinkt stark in allen untersuchten Organen. 
Das Ansteigen des Gesamtphosphors wird bezogen auf die Erhéhung 
des Nucleotidphosphors sowie des anorganischen Phosphors. Ersterer 
stammt wahrscheinlich aus dem erhéhten Zellzerfall, bei letzteren 
ware an den gestérten Kohlenhydratstoffwechsel zu denken. 
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5. Es wird hingewiesen auf die starke Leberschadigung, die sich 
in einer besonders hochgradigen Verkleinerung dieses Organes und einer 
starken Herabsetzung des Farbstoffgehalts ausdriickt. 

6. Das veresterte Cholesterin steigt sowohl in der Leber als auc! 
in der Haut stark an. 

7. Die avitaminotische Lipamie wird als eine Insuffizienzerscheinung 
des intermediiren Stoffwechsels gedeutet. Das Absinken der Phosphatic: 
ist auf die gestérte Phosphatidsynthese zuriickzufiihren, das Ansteigen 
des Cholesterins auf eine erhédhte Abgabe der Gewebe bei einem hoch 
gradigen Zellzerfall und gleichzeitig gestérter Eliminationsfahigkeit 
der Leber, vielleicht auch der Darmschleimhaut. Das Ansteigen des 
Neutralfettes ist durch den darniederliegenden Phosphatid- wie Kohlen 
hydratstoffwechsel in weitgehende Parallele zur diabetischen Lipamie 
zu setzen. 


An dieser Stelle méchte ich noch einmal Herrn Professor Dr. Schmitz 
fiir die Anregungen und liebenswiirdige Unterstiitzung meiner Arbeit 


meinen wirmsten Dank aussprechen. 
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Uber die Wirkung von Gehirnphosphatidinjektionen bei der 
B-Avitaminose der Tauben. 


Von 


Ernst Schmitz und Paul Kimmelstiel. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Breslau. ) 


(Eingegangen am 1. Mai 1930.) 


Im Jahre 1928 haben Schmitz und Hiraoka! mitgeteilt, da®B durch 
Injektion, nicht aber oder nur in sehr geringem Mabe durch Verfiitterung 
von Eilecithin das Krankheitsbild der B-Avitaminose bei Tauben 
weitgehend verandert wird. Die Lebensdauer betrug 53 bis 87 Tage 
gegeniiber 29 bis 45 bei unbehandelten Reistauben. Zu diesem Zeitpunkt 
(45. Tag) zeigten die Lecithinreistauben auBerlich noch fast normales 
Verhalten, allmahlich bildeten sich aber auch bei ihnen die polyneuriti- 
schen Symptome in typischer Weise heraus. Die Verarmung des Blutes 
an Phosphatid wurde hintangehalten, der Erythrocytenschwund ver- 
zogert. Die Beobachtungen wurden so gedeutet, daB ein Zug im Krank- 
heitsbilde der B-Avitaminose eine Herabsetzung der Fahigkeit zur Phos- 
phatidsynthese sei und daB die parenterale Zufuhr den Organismus in 
dieser Richtung entlaste. In den Befunden am Gehirn trat ein greifbarer 
Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tauben nicht her- 
vor. Freilich waren ja auch die Lecithintiere schlieBlich unter den gleichen 
Erscheinungen zugrunde gegangen. Immerhin erschien es noch méglich, 
bei der Wahl anderer Lecithinpraparate solche zu finden, die nicht nur 
im Gesamtstoffwechsel, sondern auch beim Ersatz der Phosphatide in 
den Organen vollwertig fiir kérpereigenes Lecithin eintreten kénnten. 
Die Untersuchungen von H. Sachs und seinen Schiilern haben gezeigt*, 
daB bei den Phosphatiden nicht nur Art-, sondern auch Organspezifitat 
besteht. Da im Krankheitsbild der B-Avitaminose nach auBen hin 
nervése Symptome im Vordergrund stehen und da in den nervésen 
Organen ein Schwund speziell von Phosphatid nachgewiesen ist, lag es 
nahe, eine Beeinflussung der Erkrankung durch Injektion mit Lipoiden 
des Gehirns zu versuchen. 

Wir haben derartige Versuche im Jahre 1928 mit Praparaten von 
Gehirnphosphatiden unternommen, die uns von der Farbenindustrie I. G., 


1 Schmitz und Hiraoka, diese Zeitschr. 193, 1, 1928. 
2 H. Sachs und Georgi, Klin. Wochenschr. 1, 880, 1922. 
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Werk Leverkusen, freundlichst zur Verfiigung gestellt waren, wofii 
wir auch an dieser Stelle unseren Dank sagen méchten. Die Praparat 
waren als Lecithin- und Cephalinfraktion bezeichnet. 

Die beiden Praiparate waren dunkle, knetbare Massen, von dene 
die Lecithinfraktion 8,7 °,, Cholesterin enthielt. Wir nahmen auf diese 
Beimengung im ersten Versuch keine Riicksicht, da die bei unseren 
Versuchsbedingungen taglich zugefiihrte Menge von 4 mg Cholesterin 
uns zu klein erschien, um die von Hotta! beschriebenen Veranderungen 
im Krankheitsbild der Beriberi hervorzurufen. Nachdem der erste 
Versuch einen von uns nicht erwarteten Verlauf genommen hatte, 
reinigten wir fiir den zweiten Versuch das Lecithin durch Ausfillen 
mit Aceton aus konzentrierter atherischer Lésung. Verdinderungen, 
wie sie Hotta bei seinen cholesteringefiitterten Tieren nachweisen konnte, 
bemerkten wir in beiden Versuchsreihen nicht. 

Die Bereitung der Emulsion fiir die Injektionen geschah nach der 
Vorschrift von Schmitz und Hiraoka aus gleichen Teilen der Lecithin- 
und Cephalinfraktion, die vorher zur Zerstérung eines etwaigen Gehaltes 
an B-Vitamin im Autoklaven sterilisiert worden waren. Die Gehirn- 
phosphatide erwiesen sich als viel schwerer emulgierbar als das friiher 
benutzte Lecithin aus Eigelb, und wir konnten nur 5°,ige Emulsionen 
herstellen, von denen pro Tag und Tier 2 cem injiziert wurden. Auch 
die Resorption erfolgte weniger glatt als die der Eilecithinemulsionen, 
und wir sahen haufig Indurationen an den Injektionsstellen und fanden 
bei den Sektionen Riickstaénde von nichtresorbiertem Phosphatid. 

Die Anordnung der Versuche war ebenfalls die gleiche, wie sie 
Schmitz und Hiraoka eingehalten hatten. Im ersten Versuch gelangten 
drei Serien von sechs bzw. vier Tauben zur Beobachtung. Samtliche 
Tiere waren mit poliertem, Korn fiir Korn verlesenem Patnareis ge- 
fiittert. Die der ersten Reihe blieben sonst unbehandelt, die der zweiten 
(vier Tiere) erhielten taglich 2cem der Emulsion = 0,1 g Phosphatid 
per os, die der dritten die gleiche Menge subkutan. Im zweiten Versuch 


wurden auBerdem noch fiinf mit gew6hnlichem gemischtem K6érnerfutter 
ernahrte Tiere mit Phosphatidinjektionen behandelt. Nachdem der 
Umlauf der Phosphatide nahezu 5 Wochen konstant geblieben war, 
wurde Reis an Stelle des Kérnerfutters gereicht, worauf der gewohnte 


Sturz der Phosphatide bald einsetzte. 


Ergebnisse. 


Die Angaben iiber das klinische Bild, das die verschiedenen Tauben- 
serien boten, sowie tiber die Zusammensetzung der Lipoidfraktion in 


ihrem Plasma sind in den beiden folgenden Tabellen zusammengefaBt 


1 K. Hotta, Zeitschr. f. physiol. Chem, 128, 85, 1923. 
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In der ersten Serie war das Verhalten der Tauben das gewohnte 
zwei starben vor AbschluB des Versuchs, die Steigerung des Cholesterins 
und das Absinken der Phosphatide war das iibliche. Die Phosphatid 
fiitterung brachte keine deutlich erkennbare Anderung, der durch 
schnittliche Gewichtsverlust war 140 gegeniiber 135g in der ersten 
Serie, bei den Blutlipoiden besteht kein Unterschied. 

Die mit Phosphatid subkutan gespritzten Tauben zeigten dic 
auBeren Krankheitserscheinungen einige Tage spater, im Blut ist der 
Anstieg des Cholesterins etwas aufgehalten. Auch hier starben zwei 
Tiere im Verlauf des Versuchs, die durchschnittliche Gewichtsabnahme 
ist mit 125 g nicht wesentlich von der in den anderen Reihen verschieden. 

In der ersten Serie des zweiten Versuchs war das klinische Bild 
durchaus das gewohnte: die Tauben saBen etwa vom Ende der ersten 
Woche an aufgeplustert in den Kafigen, stiitzten sich auf den Schwanz 
und waren in der dritten Woche ganz ataktisch. Bei 3 und 6 ent- 
wickelten sich schwere Kriimpfe und Opisthotonus, derentwegen 6 g 


tétet wurde. 

In der zweiten Serie (Lecithin per os) war der Ausbruch der 
Krankheitserscheinungen deutlich verzégert, erst vom 12. Tage an 
verhielten sie sich auBerlich abnorm. Die Erkrankung machte dann 
aber um so raschere Fortschritte. Vom 19. Tage an etwa boten sie das 
gleiche Bild wie die unbehandelten Tiere. 17, 19 und 20 hatten schwere 
Krampfe, in denen 19 und 20 am 7. bzw. 6. Juli spontan starben. 
Bei 19 waren die ersten Krampfe bereits am 21. Juni, dem 16. Versuchs- 
tage, aufgetreten. 

Auffallenderweise traten bei den Tauben der dritten Serie (Reis 
+ Lecithin subkutan) die St6rungen friiher auf als bei den unbehandelten 
Tieren. Insbesondere zeigten sie bald nach Beginn des Versuchs ver- 
minderte FreBlust, die iibrigen Erscheinungen traten in ahnlicher 
Weise, aber immer schwerer auf, als bei den unbehandelten Tieren. 
Drei Tiere starben spontan am 31. und 33. Versuchstag, davon eines, 
ohne daB wir eigentliche Krampfe beobachteten. 10 und 12, die wir am 
SchluB des Versuchs téteten, hatten ebenfalls keine schwereren Krampfe 
gezeigt. Bei den Normaltauben riefen, solange sie gemischtes Futter 
erhielten, die Phosphatidinjektionen keine Verainderungen hervor. 

Ein Uberblick iiber die Ergebnisse der beiden Versuche zeigt, dab 
eine wesentliche Veranderung des Krankheitsbildes der B-Avitaminose 
der Tauben weder durch Verfiitterung, noch durch subkutane Injektion 
von Gehirnphosphatiden zu erzielen ist. In dem zweiten Versuch ist 
vielleicht eine leichte Besserung bei der oralen Zufuhr zu konstatieren, 
wie wir sie seinerzeit auch mit Eilecithin gefunden hatten. Im ganzen 
besteht aber ein groBer Gegensatz zu den alteren Versuchen von Schmitz 
und Hiraoka, insofern die parenterale Zufuhr, die sich beim Eilecithin 


i] 





> 


vom 6. Juni bis 12. Juli 19: 
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als auBerordentlich wirksam erwiesen hatte, bei den Gehirnphosphatiden 
vollkommen versagt. Unsere Erwartung, daB die Zufuhr von Phos- 
phatiden der am schwersten in Mitleidenschaft gezogenen Organe einen 
stirkeren Effekt hervorrufen wiirde, als die eines Phosphatids aus 


einem fremden Organ, war also enttéuscht. Da wir mehrfach Spuren 


einer mangelhaften Resorption der injizierten Phosphatidmischung ge- 
funden hatten, glaubten wir wenigstens zum Teil mechanische Ursachen 
fiir unseren MiBerfolg verantwortlich machen zu miissen und verzichteten 
deshalb zunachst auf die Bekanntgabe unserer Befunde. In neuester 
Zeit sind aber zwei Arbeiten erschienen, die geeignet erscheinen, doch 
auch unseren negativen Ergebnissen einige Bedeutung zu verleihen. 

G.H. Muller hat Versuche unternommen, den Gehalt des Blut- 
serums von Tauben an Cholesterin, Lecithin (Phosphatid) und Gesamt- 
fettsiuren durch Verfiitterung von Rinderorganen zu_beeinflussen. 
Wahrend die meisten Organe sich geeignet erwiesen, das Cholesterin 
und den Phosphatidphosphor des Serums betrachtlich in die Héhe zu 
treiben, versagte Gehirnsubstanz vollstandig!. 

F. Georgi und Prausnitz® versuchten, Spirochaétenstamme, die in 
Kaninchenniere oder -leber enthaltenden Nahrbéden geziichtet waren, 
auf mit Gehirn bereiteten Nahrbéden weiterzuziichten. Erst nach 
zahlreichen Passagen und unter weitgehender Veranderung der morpho- 
logischen und biologischen Eigenschaften gelang es, das Ziel zu er- 
reichen, wahrend der Ersatz der Niere durch Herz oder Lebergewebe 
keine, durch Lunge nur geringe Schwierigkeiten machte. 

Im Zusammenhang mit diesen beiden Beobachtungen gewinnen auch 
unsere negativen Ergebnisse insofern Wichtigkeit, als auch sie darauf 
hinweisen, da8 die Phosphatide der Gehirnsubstanz nicht mit der gleichen 
Leichtigkeit in den Stoffwechsel eintreten kénnen, wie die anderer 
Organe. Unsere chemischen Kenntnisse tiber die Gehirnphosphatide 
bieten bis jetzt keine Méglichkeit, diesen Unterschied zu erklaren, da 
keinerlei prinzipielle Abweichung vom allgemeinen Phosphatidtypus 
in den Bestandteilen oder im Aufbau festgestellt ist. Es muB vielmehr 
daran gedacht werden, da das Gehirn Stoffe enthalt, die auch in die 
von uns benutzten, nicht sehr weitgehend gereinigten Extrakte iibergehen 
und die Eigenschaften besitzen, die Ausnutzung der Phosphatide im 
Stoffwechsel zu erschweren. 


Die Kosten der vorliegenden Untersuchung iibernahm die Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, wofiir wir auch an dieser 
Stelle besten Dank sagen méchten. 


1G. H. Muller, Journ. of biol. Chem. 84, 345, 1929. 
2 F. Georgi und Prausnitz, Arch. f. Hyg. u. Bakteriol. 108, 174, 1929. 
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Wertbestimmung yon Stabilisatoren und Koagulanten 
des Blutes an Hand einer neuen Methodik. 


Von 
S. S. Brjuchonenko und W. D. Jankowsky. 


(Aus dem Laboratorium fur experimentelle Therapie des Chemo-pharma- 
zeutischen Forschungsinstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1930.) 


Zur Bewertung der Konzentration oder Menge von aktiven Stoffen 
in einem Praparat, dessen chemische Struktur noch nicht bekannt ist, 
existieren Untersuchungsmethoden, beruhend auf der Auswertung 
eines biologischen Effekts. Durch Prof. O. Steppuhn angeregt und ge- 
leitet, sind solche biologische Auswertungsmethoden seit 15 Jahren 
Gegenstand eingehender Forschung unseres Instituts. 

In vorliegender Arbeit stellten wir uns zur Aufgabe, eine solche 
indirekte Methodik zur Wertbestimmung von Blutkoagulanten und 
Stabilisatoren auszuarbeiten. 

Als Praparate solcher Art kommen die Salze vieler schwacher 
organischer Sauren, die blutstabilisierende Eigenschaften in vivo und 
in vitro aufweisen, in Betracht; dagegen kommen Saureadditions- 
produkten schwacher organischer Basen, speziell einer Reihe von 
Alkaloiden, blutkoagulierende Eigenschaften zu. 

Zurzeit mit einem eingehenden Studium des Wirkungsmechanismus 
von Stabilisatoren und Koagulatoren des Blutes beschaftigt, stieBen 
wir auf die Notwendigkeit, gleichzeitig eine grobe Zahl von Versuchen 
anzustellen; nach Méglichkeit sollten alle unter denselben Bedingungen 
und mit dem Blute ein und desselben Tieres ausgefiihrt werden. 

Wie bekannt, gibt es bis jetzt noch kein allgemein giiltiges Verfahren 
zur Bestimmung von Beginn und Ende des Gerinnungsprozesses von Blut 
proben'. In unserem Laboratorium beobachten wir den Vorgang in einem 
Erlenmeyer-Koélbchen mit einer genau abgemessenen Menge Blut aus 
der Arterie eines Hundes oder Kaninchens. Selbstverstiindlich kann 


! Jedenfalls konnte keines von den existierenden Verfahren (z. B. mit 
den Vorrichtungen von Sitkowsky, Jegoroff u. a.) unseren Zwecken dienen 
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es vorkommen, daB bei Massenuntersuchungen das Blut eines einzigen 
Tieres zum Versuch nicht ausreicht. AuBerdem mu bemerkt werden, 
ial bei Kaninchen und besonders bei Hunden, die schon einen bedeutenden 
Blutverlust erlitten haben, das iibrigbleibende Blut ein erhéhtes Gerinnungs 
vermégen aufweist. Endlich kann eine allzustarke Entblutung zum Ver- 
lust des Versuchstieres fiihren, was auch seine unbequemen Seiten hat. 

Alles Erwaihnte bewog uns zum Versuch, fiir das Studium der spezifi- 
schen Wirkung von Stabilisatoren und Koagulatoren Oxalatblut zu ver 
wenden, welches in beliebigen Mengen in den stadtischen Schlachthéfen 
erhaltlich ist. Die zu diesem Zwecke angestellten Versuche wurden mit 
Hundeblut durchgefiihrt, welches jedesmal demselben Tiere entnommen 
wurde. 

Da parallele Versuche mit Blut per se und mit Oxalatblut (45 cem 
Blut wurden in einem MeSkolben mit eingeschliffenem Glasstopfen mit 
Seem 1°>iger Kaliumoxalatl6sung gemischt) angestellt wurden, muBte 
jedes Tier verhaltnismaBig viel Blut hergeben, und zwar nicht auf einmal, 
sondern in gewissen Abstinden. Infolgedessen gerannen die letzten Blut- 
proben schon in der Kaniile. Um dem vorzubeugen, trafen wir folgende 
MaBregeln: Eine sorgsam und mdglichst lang herauspraparierte Femoralis 
eines Hundes wurde mit einer Arterienklemme zusammengedriickt und 
das periphere Ende zwischen zwei Ligaturen durchgeschnitten. Das freie 
\rterienende wurde durch eine spezielle 0,5 bis 1,0 em lange Kaniile ge 
zogen, deren eines Ende zu einer trichterformigen Offnung auslief, das 
andere mit einer angeléteten Scheibe versehen war. An der Peripherie 
der Scheibe befanden sich symmetrisch liegende Offnungen. Mit Hilfe 
einer sehr diinnen, krummen chirurgischen Nadel und eines speziell her- 
gestellten konischen Stiftes, der an seinem zugespitzten Ende eine spalt 
ihnliche Offnung trug, benahten wir die Arterie lings der Peripherie des 
Schnittes mit fiinf bis sechs einzelnen Faden, welche danach in die ent 
sprechenden Scheibenlécher des unteren Kaniilendes eingetidelt wurden 
Bei vorsichtiger Spannung der Faden kann die mit thnen vereinigte 
Arterienwand nach auBen auf die trichterférmige Miindung der Kaniile 
yestiilpt und hier mit einer Ligatur an derselben befestigt werden. Wenn 
wir jetzt die unterhalb der Kaniile sitzende Arterienklemme 6ffnen, er- 
halten wir die nétige Menge Blut, ohne da® dasselbe irgendwo mit Fremd 
kérpern in Berithrung kommt. Dank dieser Vorrichtung kann durch ein 
und dieselbe Kaniile Blut in beliebigen Abstanden gewonnen* werden, 
ohne eine Gerinnung innerhalb der Kaniile befiirchten zu miissen. 

Fiir die Versuche mit Blut per se wurde dasselbe mit Hilfe einer 
graduierten, 10 ccm fassenden Pipette entnommen. Zu diesem Zwecke 
wurde das diinnausgezogene Pipettenende in die klaffende Arterienéffnung 
eingefiihrt, die Pipette leicht gegen den Trichter der Kaniile gedriickt, um 
ein AusflieBen des Blutes auBerhalb der Pipette zu verhindern und die 
Arterienklemme gelést; das Blut steigt dabei von selbst bis zur oberen 
Marke. Danach wurde das Blut zu je leem in Erlenmeyersche (20 cem 
tassende) Kélbchen verteilt, die schon im voraus mit Lésungen der zu 
studierenden Priiparate beschickt waren. Fiir jede nachfolgende Blut 
entnahme wurde eine reine und trockene Pipette genommen. Nachderm 
die Kélbchen aufgefiillt waren, was gewéhnlich 30 bis 40 cem Blut er 
torderte, wurde das Oxalatblut bereitet. 

Durch einen Vorversuch wurde die geringste Dosis einer 1,33°,,igen 
Losung von CaCl, festgestellt, die, zum Oxalatblut des gegebenen Tieres 
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zugesetzt, ein festes Koagulum nach einem bestimmten Zeitraum (siel\ 
unten) ergibt: gewohnlich waren es 0,03 bis 0,1 cem pro 1,1 cem Oxalatblut 

In unserer Arbeit orientierten wir uns hauptsachlich iiber das Ey 
moment der Blutgerinnung (Bildung eines festen Koagulums). 

Wie unsere Versuche, zwar an einer nicht allzugroBen Anzahl vor 
Tieren durchgefiihrt (20), zeigten, weist das Oxalatblut des Hundes hy 
deutende individuelle Schwankungen der Gerinnungszeit nach Zusatz 
gleicher Mengen von CaCl,-Lésungen auf. Deshalb muB8 man sich zur 
Erhaltung vergleichbarer Resultate streng an eine ein fiir allemal an- 
genommene Methodik halten. 

Unsere Versuche zeigten, daB zum Studium von Koagulatoren und 
Heparin das Arbeiten mit Oxalatblut sich praktisch am besten bewahrt, 
da es nach einem Zusatz von Calcium schon binnen 10 Minuten zu einem 
festen Koagulum gerinnt. Zur Bestimmung des Titers der in dieser 
Arbeit erwahnten Stabilisatoren muB jedoch solches Oxalatblut ver- 
wendet werden, dessen Kontrollprobe unter denselben Bedingungen 
schon nach 3 Minuten gerinnt. Man muB jedenfalls mit der Méglichkeit 
rechnen, daB bei der Arbeit mit neuen, noch unerforschten Praparaten 
jedesmal die Bestimmung einer am besten wirkenden Dosis von Chlor- 
calciumlésung erforderlich sein wird. Dabei miissen, wie die Zeitdauer 
der Gerinnung von Kontrollproben mit Blut per se, so auch did 
chemischen Ejigenschaften des Stabilisators und sein Verhalten gegen 
oxalsaures Kalium und CaCl,, in deren Gegenwart sich der Gerinnungs- 
prozeB vollzieht, in Erwagung gezogen werden. 


Wir wollen hier noch den Umstand erwahnen, da das Oxalatblut, 
in Eis aufbewahrt, auch am nachsten Tage fiir die Zwecke einer biochemi- 
schen Auswertung von Blutstabilisatoren und Koagulatoren verwendet 
werden kann, es miissen jedoch zur Erhaltung desselben Effektes be 
deutend gréBere Mengen CaCl, als tags zuvor zugesetzt werden. Am 
dritten Tage verliert auch im Eise aufbewahrtes Blut oft sein Koagu4 
lationsvermégen und kann somit keine direkte Verwendung finden; 


Nachdem die nétige Dosis von CaCl, gefunden ist, wird das Oxalat4 
blut mit einer Pipette (in derselben Weise wie Blut per se, siehe oben) 





in Kélbchen verteilt, in jedes 1,1 cem, entsprechend | ccm reinen Blutes: 


1 Zurzeit ist die Methodik der Einlegung einer Kaniile bedeuten | 
vereinfacht. In das periphere Ende der abpraparierten Arterie wird mif 
einem Skalpell ein Langsschnitt, ungefahr 0,3 bis 0,5 ¢m lang, gemacht 
In die spaltahnliche Offnung werden zwei Ligaturen eingefiihrt, welch: 
die abstehenden Arterienwande zusammenhalten. Danach wird die Arteri 
quer durchgeschnitten, mit der Berechnung, da8 die angelegten Ligature: 
von den jetzt befreiten Enden der Arterienwand nicht hinuntergleite: 
Danach wird die Kaniile auf die Arterie gestiilpt und im weiteren nac! 
dem schon beschriebenen System verfahren. Bei der Befestigung def 
Kaniile an der Arterienwand kann man dabei ohne Scheibe auskomme! 
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Bei dem Studium der Einwirkung von Koagulatoren auf Oxalatblut 
wurde der GerinnungsprozeB mit einer Stoppuhr verfolgt. Das End- 
resultat beim Studium von Stabilisatoren wurde erst innerhalb 
24 Stunden, nach Zusatz von Blut zum Stabilisator, notiert. 

Wie aus noch unver6ffentlichten Versuchen unseres Laboratoriums 
hervorgeht, existiert eine Reihe von Praparaten mit blutstabilisierendem 
Vermégen in vitro und in vivo; zu solchen gehéren z. B. die Salze 
viele schwacher organischer Sauren. Andererseits fanden wir, daB die 
Salze schwacher, organischer Basen, speziell eine ganze Reihe von 
Alkaloiden, eine Blutkoagulation hervorrufen oder beschleunigen. 

In unserer Arbeit haben wir die vergleichende Wirkung von Stabilisa- 
toren aufs Blut per se und auf Oxalatblut an folgenden Praparaten studiert : 
Azidinechtscharlach GGH, Benzoechtscharlach 4BS, derselben Marke 
8 BSN, Benzoechtrosa 2 BL, derselben Marke BBL, 1, 5-Disulfonaphthol, 
1, 3, 5-Trisulfonaphthol, 1-Amino, 3, 5-Disulfonaphthol und an _ ver- 
schiedenen Serien von Heparin mit dem Titer 1: 1000 bis 1: 20000, er- 
halten aus Hundelebern. 

Wie die zur Bestimmung des Titers angestellten Versuche, teil- 
weise auch der Wert der Praparate aus der Gruppe synthetischer und 
natiirlicher Stabilisatoren, zeigten, kann das Oxalatblut von Hunden 
bei der Beachtung einiger Bedingungen vollkommen das frische Blut 
ersetzen, wie aus den Tabellen I und II zu ersehen ist. 

Es muB8B bemerkt werden, da zusammenfallende Resultate fiir 
Blut und Oxalatblut fiir alle in der Tabelle angefiihrten Praparate, 
ebenso wie fiir Sulfonaphthole und Aminosulfonaphthole, nur dann 
erhalten werden, wenn wir von der Beachtung jener allerkleinsten Dosis 
ausgehen, welche eine volle Stabilitat des Blutes binnen 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur hervorruft. Als solche Dosis muB fiir Azidinecht- 
scharlach GGH 0,56 g, auf 100 ccm Blut, fiir Benzoechtscharlach 4 BS 
0,20 g, fiir Benzoechtscharlach 8 BSN 0,12 g angesehen werden. 
Wollten wir aber solche Praparatmengen priifen, welche nur. eine Ver- 
langsamung des Gerinnungsprozesses im Blute hervorrufen, so wiirden 
wir einen bedeutenden Unterschied zwischen dem Verhalten von Blut 
per se und Oxalatblut beobachten. So bildet sich z. B. nach dem Zusatz 
von 0,24°,, von Azidinechtscharlach GGH zum Blut per se ein festes 
Koagulum nach 2 Stunden 30 Minuten, mit Oxalatblut aber schon 
nach 1 Stunde 30 Minuten; nach einem Zusatz von 0,04 °, Benzoecht- 
rosa 2 BL bleibt das Blut im Verlauf von 4 Stunden vollkommen stabil, 
wahrend das Oxalatblut schon zu gerinnen anfingt usw. Bei einem 
aufmerksamen Studium der Zahlen, die nach Zusatz von geringen 
Gaben des Stabilisators zum Blut erhalten wurden, gewinnt man die 
Uberzeugung, daB Oxalatblut eher zu einer raschen Gerinnung neigt, 
als das Blut per se. Ein anschauliches Beispiel hierzu liefert Heparin, 
dessen Titer mit Oxalatblut, welches nach Zusatz von Chlorcalcium 
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binnen 3 Minuten gerinnt, nicht genau bestimmt werden kann, da i) 
diesem Falle statt einer manchmal 10 Heparin-Einheiten zugesetzt 
werden miissen, um eine deutliche Stabilitat des Oxalatblutes im Verlau! 
von 24 Stunden hervorzurufen. Es muB bemerkt werden, dab Hepari 
iiberhaupt eine grobe Empfindlichkeit gegen iiberschiissiges Chlor 
calcium im Oxalatblut zeigt. Fiir Heparin kénnen genaue und voll 
kommen vergleichbare Resultate nur in dem Falle erhalten werden 
wenn zum Oxalatblut solche Mengen von Calciumchlorid zugesetzt 
wurden, die eine Gerinnung im Verlauf derselben Zeit hervorrufen 
welcher es bedarf, um ein Gerinnen der Kontrollprobe zu bewirken 
und zwar mu diese von demselben Tiere stammen und vor der Be 
reitung des Oxalatblutes abgezapft sein. Leider kénnen wir uns in diese: 
Arbeit wegen Raummangel nicht iiber die diese Erscheinungen hervor 
rufenden Griinde aufhalten, wir beabsichtigen dariiber speziell zu 
berichten. 


Zum Beweis, daB die von uns vorgeschlagene neue Methode eine 
biochemischen Standardisierung von Priparaten praktisch brauchbar ist. 
wollen wir als Beispiel die Resultate unserer Versuche mit verschiedenen 
Praparaten von Benzoechtrosa 2 BL anfiihren. Wie aus Tabelle IIT zu 
ersehen ist, geben die reineren Priiparate dieses Farbstoffs in bezug aut 
Blutstabilisierung auch bessere Resultate. Angenommen, da wir ein 
standardisiertes Praparat dieser Farbe besitzen und als Wirkungseinheit 
jene minimalste Praparatdosis ansehen, welche eine deutliche Stabilisierung 
| Liter Blutes im Verlauf von 24 Stunden bei Zimmertemperatur in vitro 
ergibt (wie es auch schon fiir Heparin angenommen wurde); diese drei 
Praparate kénnen wir dann ohne weiteres in Zahlen bewerten und mit dem 
Standard vergleichen. 

In unserem Falle enthalten 100g eines durch Dialyse von Salzen 
befreiten Praparats 125 Einheiten; 100g des Praparats der Serie 10927 
66,7 Einheiten und 100 g¢ der fiir technische Verwertung bestimmten Farbe 
nur 50 Einheiten. 


Zur Frage der Anwendung von Oxalatblut zum Studium der 
Standardisierung von Blutkoagulatoren iibergehend, miissen wir be- 
merken, daB wir, von den noch nicht ver6ffentlichten Arbeiten unseres 
Laboratoriums ausgehend, nicht nur solche allbekannten Praparate wie 
z. B. Trombin zu den Koagulatoren rechnen, sondernauch viele Alkaloide, 
Amine tierischer Herkunft (Hormone), Adrenalin und noch viele andere 
Stoffe. 


Zur Ausarbeitung der Methodik nahmen wir Adrenalin, welches 
laut den Arbeiten von S.S. und W. A. Brjuchonenko! Oxalatplasma 
auch in sehr starken Verdiinnungen (1 : 5000) spezifisch zu koagulieren 
vermag. 


1 ILI. PhysiologenkongreB 1928, Moskau. 
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Nach einer ganzen Reihe von orientierenden Vorversuchen ent- 
schieden wir uns fiir die folgende Methodik als die einfachste und be- 
quemste, die auch auBerdem eine sehr genaue Wirkungscharakteristik 
von Koagulatoren des Oxalatbluts gestattet. 

In einen 10 cem fassenden Erlenmeyer-Kolben, dessen Boden durch 
eine in das Kélbchen hineinragende Glasschnur in zwei Halften geteilt 
ist, wird die nétige Dosis einer Adrenalinlésung und eine soleche Menge 
von CaCl, eingetragen, welche die Gerinnung | cem Oxalatblutes bei Zimmer- 
temperatur binnen 10 Minuten oder einer anderen festgestellten Zeit be- 
wirkt. In die mit Adrenalinlésung beschickte Halfte des Kélbchens wird 
|! com Oxalatblut hinzugesetzt (das Kélbchen muB dabei so gehalten werden, 
daB das Oxalatblut und das sich in der anderen Halfte befindende Chlor 
alcitum nicht in Beriihrung kommen). In ein zweites Kontrollkélbchen 
wird in der gleichen Weise nur Oxalatblut und CaCl,-Lésung eingetragen. 
Danach werden beide Kélbchen gleichzeitig umgeschiittelt, so daB Oxalat 
blut und CaCl, in Berithrung kommen. Wenn wir nun den Anfang und End- 
moment der Blutgerinnung in beiden Kélbchen festgestellt haben, kénnen 
wir auch beurteilen, in welchem Grade der GerinnungsprozeB durch 
\drenalin oder einen anderen Koagulator beschleunigt wird. Indem wir 
uns iiber irgendeine im voraus bestimmte Wirkungseinheit orientieren, 
kénnen wir beurteilen, wieviel mehr oder weniger Wirkungseinheiten unser 
Praiparat im Vergleich zum Standard besitzt. 

Unsere Versuche an verschiedenen Adrenalinsorten, ein synthetisch 
hergestelltes Priparat eingeschlossen, zeigten uns, dal eine Standard- 
losung von Adrenalin, welche sonst die starkste pharmakologische 
Wirkung ausiibt, den GerinnungsprozeB in demselben Mabe — be- 
schleunigt, wie eine schwach-aktive Lésung umgekehrt als schwacherer 
Koagulator erscheint. 

Es ist leicht méglich, daB zur Standardisierung von Praparaten 
aus der Reihe von Koagulatoren, wie z. B. Trombin, Trombokinase, 
vieler Alkaloide, besonders blutstauender Praparate — pflanzlicher 
Herkunft, Hormone u.a. diese Methode keine besonderen Vorziige 
vor den anderen, in unserem Laboratorium ausgearbeiteten Methoden 
besitzt, die auf einem unmittelbaren Gerinnen von Oxalatblut oder 
Fibrinogen basieren. 

Alles Gesagte in Erwagung ziehend, wollen wir nur nochmals be- 
merken, daB die Anwendung von Oxalatblut zur Erforschung und 
Standardisierung einiger Praparate eine neue und manchmal ungemein 
praktische Methode (Heparin) in die Hand des Experimentators legt. 

Der Vorzug dieser Methode besteht abgesehen von der einfachen 
und bequemen Ausfiihrung hauptsiachlich darin, da wir mit Blut 
arbeiten, welches nach Zusatz von CaCl, immer zur selben fest- 
gesetzten Zeit zur Gerinnung kommt. Dank diesem Umstand fallt eine 
ganze Reihe von den GerinnungsprozeB beeinflussenden Faktoren fort, 
z. B. die individuellen Eigenschaften des gegebenen Tierblutes, Ent- 
blutungsgrad, Methodik der Blutentnahme usw. 








340 = 8. 8. Brjuchonenko u. W. D. Jankowsky: Wertbestimmung usw. 


In unseren friiheren Versuchen mit Blut per se schwankte der Titer 
des Stabilisators von Tag zu Tag in ziemlich weiten Grenzen; jetzt, 
nach Ubergang zu Oxalatblut, wird solches nicht mehr beobachtet. 
So erwies sich z. B. als die kleinste Blut per se stabilisierende Dosis 
fiir Benzoechtrosa 0,05 bis 0,15 g pro 100 ccm Blut: fiir Benzoecht- 
scharlach 0,1 bis 0,2 g pro 100ccm Blut usw. 

Selbstverstandlich kann die von uns vorgeschlagene Methode zur 
Standardisierung von biochemischen Praparaten nur in bezug auf solche 
Praiparate angewandt werden, welche ihre koagulierenden oder stabili- 
sierenden Eigenschaften auch im Beisein von Oxalatblut nicht einbiiBen. 

Im entgegengesetzten Falle kénnte man héchstens vielleicht statt 
Oxalatblut Citratblut oder ein Blut, das auf irgendeine andere Art 


stabilisiert wurde, verwenden. 




















Uber Verinderung des Stoffwechsels unter Bestrahlung. VII. 


Von 


Ludwig Pincussen. 


Uber den Einflu6b des Lichtes 
auf die Butyrase der Leber und des Herzens. 


Von 
T. Takuma. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1930.) 


In einer Reihe von Arbeiten aus dem hiesigen Institut ist der 
Stoffwechsel der Fettsubstanzen unter Bestrahlung einer Priifung 
unterzogen worden. Schon friiher war von Pincussen und Anagnostu' 
gezeigt worden, daB unter gewissen Umstinden das butyrinspaltende 
Ferment des Blutserums durch Strahlung geschadigt wird, eine Angabe, 
welche Azuma? nicht bestatigen konnte. Es hat darauf Hayashi* gezeigt, 
daB die Differenzen augenscheinlich durch die Versuchsanordnung 
bedingt sein miissen, indem die Wirkung der Quarzlampenbestrahlung 
auf das Serum in charakteristischer Art mit der Reaktion zusammen- 
hing: es ergab sich eine deutliche Lichtschadigung nur bei verhaltnis- 
maBig saurer Reaktion. Noch deutlicher wird die Schadigung, wenn man 
die Lipase zunichst mit Ammonsulfat fallt. 

Uber das Verhalten des Fettstoffwechsels bei Belichtung hat 
Kultjugin* gearbeitet und festgestellt, da&B beim Kaninchen unter 
Bestrahlung der Fettgehalt des Blutes zum Teil auberordentlich 
erheblich zunimmt. Es ist dann von Zuckerstein® untersucht worden, 


1 L. Pincussen und J. L. Anagnostu, diese Zeitschr. 128, 298, 1922. 
2 T. Azuma, Journ. of biol. Chem. 4, 239. 

3 Shigeru Hayashi, diese Zeitschr. 195, 96, 1928. 

4 Alexei Kultjugin, ebendaselbst 186, 36, 1927. 

5 Eugen Zuckerstein, ebendaselbst 207, 426, 1929. 
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wie sich die Organe von bestrahlten Tieren (Meerschweinchen) in bezug 
auf ihren Fettgehalt verhalten. Es ergab sich eine mabige Abnahme 
des Fettes im Herzen, eine noch stairkere in der Leber, wahrend 
Niere und Muskel keine Anderung zeigten. Das Cholesterin war in 
Leber und Niere vermehrt. Beziiglich der fettspaltenden Kraft des 
Serums ergab sich nach verhaltnismaBig kurzer Bestrahlung eine er- 
hebliche Vermehrung, wahrend diese bei mehrmaliger Bestrahlung fehlte. 
Es scheint demnach die lipolytische Fahigkeit des Serums bestrahlter 
Tiere sehr von der Art der Bestrahlung, ferner von der Zeit zwischen 
Bestrahlung und Priifung abhangig zu sein, so daB es nicht wunderbar 
erscheint, wenn bei einem langen Zwischenraum zwischen Bestrahlung 
und Untersuchung auch das Gegenteil, eine geringe Hemmung der 
fettspaltenden Kraft, eintreten kann, wie bei einigen Versuchen von 
Pincussen und Anagnostu (l. c.) beobachtet wurde. 

Nachdem also festgestellt war, daB im Herz und in der Leber der 
Fettgehalt bestrahlter Tiere vermindert ist, das andererseits eine 
Fettvermehrung im Blute gewisse Zeit nach der Bestrahlung auftritt und 
schlieBlich in einer bestimmten Phase nach erfolgter Bestrahlung lie 
Menge des butyrinspaltenden Fermentes zunimmt, schien es erforderlich, 
nachzupriifen, ob die Lipase in den Organen bestrahlter Tiere eine 
Anderung erfahrt. 

Fiir diese Untersuchungen schien am wichtigsten die Leber und das 
Herz, die ja in den vorhergehenden Versuchen die gréBten Abwand- 
lungen beziiglich des Fettgehalts gezeigt hatten. Als Versuchstiere 
dienten Kaninchen, welche zum Teil mit einer Quecksilberquarzlampe 
zum Teil mit einer hochkerzigen Gliihlampe (1500 Normalkerzen 
iiberlastete Osramlampe mit 300 Brennstunden) bestrahlt worden waren 
und kurz nach Beendigung des Versuchs getétet wurden. 

Die Darstellung der Butyrase aus dem Organ erfolgte so, da8 das dem 
Tiere unmittelbar nach der Tétung durch Verbluten entnommene Herz 
bzw. ein Stiick der Leber schnell méglichst fein zerhackt und in ungefahr 
250cem Aceton gebracht wurde. Das auf diese Weise entfettete Organ 
wurde nach 24 Stunden durch Filtrieren vom Aceton befreit und dann aut 
Filtrierpapier an der Luft getrocknet. Das so erhaltene kérnige bzw. pulvrige 
Material wurde nochmals 24 Stunden in Aceton gebracht und nach Ab- 
filtrieren des Acetons nochmals getrocknet. Das so erhaltene Material 
wurde dann 16 Stunden im Soxhletapparat mit Ather extrahiert und der 
nun erhaltene Riickstand fein gepulvert und durch ein feinmaschiges Sieb 
geschickt. 

Aus dem so erhaltenen staubfeinen Pulver wurde das Ferment mit 
Glycerin extrahiert, und zwar wurde fiir die Extraktion der Herzlipase 
die zehnfache Menge, fiir die Extraktion der Leberlipase die 50fache 
Menge Glycerin angewandt. Die Organ-Glycerinmischung wurde eine 
halbe Stunde im Schiittelapparat geschiittelt und dann 24 Stunden im 
Brutschrank stehengelassen. Darauf wurde zentrifugiert und der so er 
haltene Extrakt zum Versuch verwendet. Die Priifung der Lipasewirkung 
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erfolgte in tiblicher Weise aus der Oberflachenspannung einer Tributyrin 
sung, welche durch Schiitteln mit einem UberschuB (10 Tropten) Tribu- 
tvrin auf 1000 com Wasser wahrend einer Stunde auf der Schiittelmaschine, 
Stehenlassen wahrend 24 Stunden und Filtrieren durch ein feuchtes Filter 
rewonnen worden war. Zum Versuch wurden dann 56 ccm Tributyrin 
sung mit 2cem Fermentl6sung und 2ccem Pufferl6sung gemischt. Als 


Puffer wurde benutzt eine Ammoniumchlorid-Ammoniakmischung vom 


py 8,6 und Phosphatmischungen vom py 5,91 bis 7,35. 

Von den Versuchstieren dienten fiinf als Kontrolle, wahrend sechs 
Tiere bestrahlt wurden. 

Kaninchen Nr. 1, 2850 g, mannlich, wurde 30 Minuten mit einer iiber 
lasteten Osramlampe (300 Brennstunden) von 500 Watt in 50cm = Ent- 
fernung 30 Minuten lang bestrahlt und Il Stunde nach Beendigung der 
Bestrahlung getétet. 

Kaninchen Nr. 2, 3250 g, weiblich, wurde mit derselben Lampe in 
50cm Entfernung | Stunde lang bestrahlt und sofort nach der Bestrahlung 
getotet. 

Kaninchen Nr. 3, 2630 g, mannlich, wurde mit derselben Lampe in 
5d0em Entfernung 2 Stunden bestrahit und | Stunde nach Beendigung 
der Bestrahlung getétet. 

Kaninchen Nr. 4, 2250 g, miannlich, wurde 30 Minuten mit eine 
Quecksilberamalgamquarzlampe, die bei 6 Amp. und einer Klemm- 
spannung von 120 Volt brannte, AnschluB an das StraBengleichstromnetz 
220 Volt, ebenfalls in 50¢m Entfernung 30 Minuten lang bestrahit (photo 
metrisch gemessene Lichtstarke der Lampe 1300 MK) und 1 Stunde 
spater getotet. 

Kaninchen Nr. 5, 1700 g, méannlich, wurde unter den gleichen Be 
dingungen mit derselben Quecksilberlampe am ersten Tage 3 Stunden, 
am zweiten Tage 2 Stunden bestrahlt und | Stunde nach dieser letzten 
Bestrahlung getétet. 

Kaninchen Nr. 6, 1800 g, mannlich, wurde mit derselben Lampe in 
gleicher Entfernung am ersten Tage 3 Stunden, am zweiten Tage 2% Stunden. 
am dritten Tage 3 Stunden bestrahlt und ebenfalls 1 Stunde nachher 
getotet. 

Wie schon bei einer friiheren Arbeit, schien es auch hier das ein- 
fachste, die Spaltung von Tributyrin durch den Fermentextrakt so 
auszudriicken, dab die Zeit angegeben wurde, in welcher eine gewisse 
Menge des Tributyrins gespalten war. Zu diesem Zweck wurde eine 
gesittigte Tributyrinlésung hergestellt und aus dieser zu 80, 60, 50, 40, 
20°, gesittigte Lésungen, deren Tropfenzahl mit dem gleichen Stalagmo- 
meter, das auch fiir die Versuche diente, festgestellt wurde. Mit Hilfe der 
so erhaltenen und graphisch aufgezeichneten Werte wurde ermittelt, 
nach welcher Zeitdauer ein gewisser Teil des Tributyrins, 10, 25 oder 
50°, durch die Esterase des Organextraktes gespalten war. Die Mes 
sungen wurden in der iiblichen Weise durchgefiihrt. 

Die Kontrolltiere wurden in der gleichen Weise wie die belichteten 
Tiere ernihrt. Das Futter bestand aus Kartoffeln, Heu und etwas Hafer 
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Es folgen zunachst die Ergebnisse am Extrakt aus getrockneter un 
entfetteter Leber 1: 50, wie oben beschrieben. Ansatz: 56 ccm Tributy- 
rinlésung, 2cem Fermentlésung, 2cem Puffer. Die Spaltung wurde 
verfolgt waihrend 80 Minuten. 


Tabelle I. Weber. Kontrolltiere. 





25°, des vorhandenen Tributyrins waren gespalten: 
bei Pu 5,91 6,81 7,35 8,55 
oo? ee in 32 Min. in 16 Min. in 14 Min. in 7 Min. 
_ See ; ——- 2 ao a ae 
a sae - ee ‘se eS ge +3 .* » 
a — a: ae a. .2 % eS 
We aiice! a: wee 5 es ae: S:.% 


Tabelle II. Weber bestrahlter Tiere. 


25°, des vorhandenen Tributyrins waren gespalten: 





bei Pu 5.91 6.81 7.35 8.55 
Tier 1. in 76 Min. in 55 Min. in 41 Min. in 16 Min. 
2. — “= _ » 2 
8. — — “ee a vee 
_ » 42 Min. » 23 Min. — ae ae ae 
>. — _ — ia  s 
6. ae » 20 Min. » 23 Min. aa 


Es ergibt sich aus diesen Zahlen mit groBer Deutlichkeit, daB die 
Spaltung des Tributyrins bei den Kontrolltieren bei allen angewandten 
pu eine sehr deutliche ist und daB die Spaltung, wenn auch in verschie- 
denem MaBe, mit steigendem py zunimmt. Bei den bestrahlten Tieren 
ist die Butyrase der Leber in ihrer Wirksamkeit erheblich geschwacht. 
Das gilt besonders fiir die niedrigen py, bei welchen in den meisten 
Fallen eine Spaltung von 25%, des Tributyrins nicht erreicht wird. 
wenigstens wahrend der 80 Minuten, auf welche der Versuch aus- 
gedehnt wurde. Diese Verminderung der Spaltung geht im gewissen 
Grade proportional mit der Bestrahlung. Sie ist bei den mit det 
hochkerzigen Glihlampe (iiberlastete Osramlampe) bestrahlten Tieren 
um so mehr ausgeprigt, je langer die Bestrahlung gedauert hat. Was 
die mit der Quarzamalgamlampe bestrahlten Tiere betrifft, so wirkt 
die einmalige Bestrahlung (Tier Nr. 4) verhaltnismaBig wenig, wenn 
auch deutlich schidigend, am stiarksten wirkt eine zweimalige Be- 
strahlung (Tier Nr. 5), wihrend die dreimalige sehr intensive Bestrah- 
lung nicht so starke Schadigung erzeugt. Die Dosierungsfrage, welche, 
wie schon oft betont, bei der Strahlenwirkung eine so wichtige Rolle 
spielt, ware auch noch in dieser Hinsicht zu priifen. Aus den Versuchen 
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ergibt sich ferner, daB zwischen der Wirkung der beiden benutzten 
Lichtquellen sehr erhebliche Unterschiede bestehen. 

Die Wirkung der Bestrahlung auf die Lipase des Herzens, in gleicher 
Weise gemessen, ergab im Grunde ahnliche Verhaltnisse, wenn auch das 
\usmaB der Verainderungen schwankte. Die Versuche wurden hier 
ebenso wie vorher, jedoch nur bei einem py von 8,55 (Ammoniumpuffer) 
durchgefiihrt und die Beobachtung auf 120 Minuten ausgedehnt. Bei 
der ziemlich schwachen Wirksamkeit der Herzextrakte muBte, um ein 
einigermaBen klares Bild zu erhalten, sowohl die zur Spaltung von 
25°, wie auch die zur Spaltung von 10°,, des vorhandenen Tributyrins 
notige Zeit berechnet werden. Die nachfolgenden Tabellen zeigen die 
Ergebnisse. 

Tabelle ITT. Herz unbestrahlter Tiere. 


Es waren gespalten: 





bei Tier 25 9/9 Tributyrin 10°/) Tributyrin 
J in 35 Min. in 20 Min. 
B - 
( in 45 Min. » oo 
D o 1D > » 45 
ki = ae SS 


Die Werte schwanken bei diesem Herzversuch bedeutend mehr als 
bei den Leberversuchen, auch ist absolut genommen die Spaltung viel 
geringer, besonders wenn man bedenkt, dai der Fermentextrakt die 
fiinffache Konzentration gegeniiber dem aus Leber besitzt. Es ist aber 
in allen Fallen ein gewisser Abbau festzustellen, der nur beim Tier B in 
, nicht erreicht. 


der Beobachtungszeit die Spaltung von 25° 
Die Untersuchung des Fermentextraktes aus dem Herzen der 
bestrahlten Tiere ergab folgendes. 


Tabelle IV. Herz bestrahlter Tiere. 


Ks waren gespalten: 





bei Ties 259% 9 Tributyrin 10 rributyriz 
I — nach 38 Min. 
I] 
lil 
I\ nach 60 Min. nach 14 Min. 
\ ye & 5: 
Vi , @ 


Es zeigt sich also fiir die mit der hochkerzigen Gliihlampe bestrah|- 
ten Tiere bei dem Herzversuch das gleiche, Bild wie beim Leberversuch, 
namlich eine deutliche Aknahme des lipolytischen Vermégens, die mit 
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langer dauernder Bestrahlung noch gréBer wird. Schwieriger sind dix 
Bestrahlungsversuche mit der Quecksilberamalgamlampe zu deuten 
Man kann hier von einer Schadigung kaum sprechen, hochstens bei 
Tier Nr. VI, das dreimal bestrahlt worden war, wenn auch die Werte 
sich vom Durchschnitt der Normaltiere kaum abheben. Bei den ein- und 
zweimal mit der Quarzlampe bestrahlten Tieren kann man keinesfalls 
von einer Schadigung, eher von einer leichten Begiinstigung sprechen. 
Die Versuche werden unter weiterer Variation der Bedingungen fort- 





gesetzt. 

Als sicherer SchluB der hier geschilderten Untersuchungen ergibt 
sich, daB durch Bestrahlung mit hochkerzigem Glihlicht die Lipase in 
Herz und Leber von Kaninchen stark geschadigt wird, wahrend bei 
Bestrahlung mit der Quecksilberquarzlampe ahnliche Veranderungen 
nur bei der Leberbutyrase beobachtet werden. Es liegt nahe, daran zu 
denken, daB es sich bei den Veranderungen um Wirkung von lang- 
welligen Strahlen, vielleicht sogar von Warmestrahlen handelt. Da die 
Wirkung auf die Phagozytose, wie Pincussen in einer soeben an anderem 
Orte erscheinenden Arbeit gezeigt hat, bei bestrahlten Tieren nur auf 
Warmewirkung zuriickzufiihren ist, wird auch diese Méglichkeit fiir die 
Beeinflussung der Fermentmenge in den Organen zu priifen sein. 
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Analytische Mitteilungen. X. 


Von 


Ludwig Pineussen. 


Uber Bestimmung der Fette. 


Von 
Sonja Kolodny. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1930.) 


Die Bestimmung der Fette, besonders fiir biologische Zwecke, 
bietet trotz der vielen Arbeit, welche auf diese Frage verwandt worden 
ist, auch noch heute nicht unerhebliche Schwierigkeiten. Diese zeigen 
sich besonders dann, wenn es sich darum handelt, in verhaltnismabig 
kleinen Substanzmengen den wahren Fettgehalt zu bestimmen. Man 
ist immer darauf angewiesen, bei der ,,Gesamtfettbestimmung“ ein 
Gemenge verschiedener Substanzen zu bestimmen, welche nur das 
Gemeinsame haben, in dem zur Extraktion benutzten Lésungsmittel 
léslich zu sein. Methoden, welche die wahren Fette als solche bestimmen, 
sind besonders fiir kleine Substanzmengen vorlaufig nicht anwendbar. 

Abgesehen von diesen Schwierigkeiten sagen die bisherigen Methoden 
im allgemeinen nichts dariiber aus, mit welcher Art von Fetten bzw. Fett- 
sduren wir es zu tun haben. Die Bestimmung der Konstanten des gewonnenen 
Fettes, besonders der Jodzahl, kann uns nur zeigen, ob wir es mit mehr 
gesattigten oder mehr ungesattigten Fettsduren zu tun haben; eine genaue 
Feststellung, wie hoch der Prozentsatz an gesattigten und ungesattigten 
Fettsaiuren ist, laBt sich aus diesen Untersuchungen nicht gewinnen. 

Bei der Wichtigkeit, welche, aus hier nicht weiter zu erérternden 
Griinden, die Frage der Verteilung der echten Fette auf gesattigte und 
ungesattigte Fettsaureglyceride besitzt, schien es wertvoll, eine Methode 
auszuarbeiten, welche eine solche Trennung gestattet. Die Metallsalze 
der Seifen schienen dafiir geeignet, indem z. B. die Bleisalze eine ver- 
schiedene Léslichkeit in verschiedenen Lésungsmitteln zeigen. Die 


23° 
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Bleiseifen der ungesattigten Fettsauren sind in Ather léslich, wahrend di: 
iibrigen unléslich sind. So war eine Méglichkeit der Trennung dure! 
diese Reaktion gegeben, wahrend fiir die Bestimmung der Menge de; 
einzelnen Fraktionen sich in der Feststellung des Bleigehalts ein 
analytisch gut durchfiihrbare Reaktion bot, besonders, da man schor 
geringe Bleimengen kolorimetrisch als Schwefelblei bestimmen kann 
Wir versuchten noch eine weitere Trennung der Fraktionen, indem wi: 
die itherunlésliche Fraktion zunachst noch mit Chloroform extrahierten 
so dai wir im ganzen drei Fraktionen hatten. 

Das Verfahren, das wir zunachst fiir Organe ausgearbeitet haben 
gestaltete sich folgendermaBen, 

Das zunachst grob zerkleinerte Organ (ungefahr 3 bis 7 g) wurde mit 
der Halfte seines Gewichts an Wasser und ungefahr 0,5 °,, des Gewichts 
an Zinkoxyd und Zinkstaub 8 Stunden auf 10 bis 12 Atm. im Auto 
klaven behandelt, um eine vollstandige Spaltung der Fette in Fett 
siuren zu bewirken. Die freien Fettsiuren wurden im Scheidetrichter 
mit Ather und Chloroform extrahiert, der Ather verdampft und det 
Riickstand mit Bleiacetat in Wasser auf einem kochenden Wasserbade 
verseift. Die Verseifung geht stufenweise vor sich; fiir je 100 mg 





Fettsaure sind 1 bis 2 Stunden erforderlich. Die Menge Bleiacetat 
muB die ungefahr berechnete Menge etwas iibersteigen. Die gebildete 
Bleiseife wird so lange mit Wasser ausgewaschen, bis der Uberschuls 
yon Bleiacetat vollkommen entfernt ist. (Priifung mit H,S8.) 

“Pie so gewonnene Bleiseifenmischung aus den samtlichen verseif 
baren Fettsduren wird jetzt in die verschiedenen Fraktionen getrennt 
Durch Ausschiittelung mit Ather werden die Bleisalze der ungesittigten 
Fettsauren gelést: der Riickstand wird mit Chloroform behandelt 
wobei wiederum ein Teil der Seifenmischung in Lésung geht: im Rest 
bleiben dann die Seifen aus den gesittigten Fettsauren. 

Die Seifenfraktionen werden nach Abdampfen des Lésungsmittels 
bzw. Wiegen des Riickstandes mit Salpetersiure und Wasserstoff 
superoxyd verascht und das in der Asche zuriickbleibende Bleinitrat als 
Bleisulfid kolorimetrisch gegen eine standardisierte Bleilésung ver- 
glichen. Ein Teil der Extrakte kann, wenn man will, zur Bestimmung 
der Jodzahl verwendet werden; will man dies auch fiir die in den 
angewandten Lésungsmitteln unlésliche Fraktion der _ gesittigten 
Fettsauren tun, so muB man in einem Teil dieser durch Salzsiure eine 
Entseifung vornehmen, die gewonnenen freien gesattigten Fettsauren 
mit Ather extrahieren und im Riickstand die Jodzahl bestimmen. 

Nachfolgend ein Beispiel, welches den Gang der Untersuchung zeigt. 

5 g¢ Leber. grob zerkleinert, wurden mit 3 cem Wasser und etwa 25 mg 
Zinkoxyd und Zinkstaub in einem Erlenmeyerkélbchen im Autoklaver 
bei 10 bis 12 Atm. Druck 8 Stunden lang behandelt. Der gesamte Inhalt 
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vurde in einen kleinen Scheidetrichter (lingliche Form) quantitativ iiber- 


gefiihrt und dreimal mit je 25cem Ather gut ausgeschiittelt. Die iibrig- 
jleibende Lésung wurde nun dreimal mit 20 bis 25 ¢em Chloroform aus 
veschiittelt und die gesamten aus der Ather-Chloroformausschiittelung 
vewonnenen, vereinigten Extrakte auf dem elektrischen Sandbad_ ab- 
gedampft. Das Abdampfen geschieht in einem groSen Zentrifugenglas, 
n welches die Mischung nacheinander iibergetiihrt wird. Dieses Verfahren 
hat den Vorteil, daS8 die ganzen weiteren Manipulationen in dem gleichen 
GefaB durchgefiihrt werden kénnen. Der nach dem Verdampfen bleibende 
Riickstand, eine braunlichgelbe Masse, wurde mit 250 mg Bleiacetat, in 
ingefahr 2 cem Wasser gelést, versetzt und in ein kochendes Wasserbad 
eingesetzt. Als solches dient zweckmaBig ein Emailletopf, der einen ge- 
whten, zur Aufnahme mehrerer Zentrifugengliser eingerichteten Blech- 
deckel und einen Blechuntersatz besitzt, auf dem die Zentrifugengléser 
iufstehen, damit sie nicht den Boden des Topfes beriihren. Unter 6fterem 
Umriihren wurde 5 Stunden verseift. Das Reaktionsprodukt wurde, 
indem die Seife mit einem Glasstab vorsichtig durchgeknetet wurde, wieder- 
holt mit destilliertem Wasser ausgewaschen, bis das abgegossene Wasch- 
wasser keine Bleireaktion mehr gab. Nach AbgieBben des tiberschiissigen 
Wassers wurde die Bleiseite mit 10 bis 15 cem Ather iibergossen, mit einem 
Classtab gut vermischt, zentrifugiert und die klare atherische Lésung 
in einen 50-cem-MeBkolben abgegossen. Die Extraktion wurde in gleicher 
Weise wiederholt und auch diese Lésung in den MeBkolben iibergefiihrt, 
der dann mit Ather bis zur Marke aufgefiillt wurde. 

Die nach dem Behandeln mit Ather zuriickbleibende Bleiseife wurde 
nun in gleicher Weise mit zweimal 15 cem Chloroform behandelt und die 
Extraktlésung ebenfalls auf 50 ccm auftgefiillt. Der verbleibende Rest, 
der die gesattigten Fettsauren enthielt, wurde, wie unten geschildert 
wird, weiter verarbeitet. 

Von der atherischen Lésung, welche also die ungesattigten Fett- 
siuren enthielt, wurden 10cem in ein Zentrifugenglas iibergefiihrt und 
auf einem elektrischen Sandbad der Ather abgedampft. Der Riickstand 
wurde mit etwa 1 ccm konzentrierter Salpetersiure iibergossen, einige 
Stunden stehen gelassen und im Sandbad bei etwa 160° unter Zusatz von 
Wasserstoffsuperoxyd verascht. Bis zur Beendigung der vollstandigen 
Veraschung mu wiederholt neues Wasserstoffsuperoxyd zugefiigt 
werden. Der schlieBlich zuriickbleibende weiBe Niederschlag (Bleinitrat) 
wurde in destilliertem Wasser gelést und in ein Mebkélbchen von 
50 cem eingefillt. Das Zentrifugenglas wurde wiederholt mit Wasser 
nachgespilt, die Fliissigkeit ebenfalls in den MeBkolben getan und 
dieser dann bis zur Marke aufgefillt. Von der gut durchmischten 
Losung wurden 10 cem zur Analyse verwandt. Als Standardlésung 
diente eine Bleinitratlésung, welche in 1000 ccm 1g Pb enthielt: zu 
ihrer Herstellung waren 1,599 g Pb(NO,), auf 1000 ccm destilliertes 
Wasser gelést worden. Es wurden nun in ein Kélbchen von 25 cem 
10 cem der Versuchslésung, in ein anderes Ké6lbchen 2 cem der Standard- 
lésung mit 2 mg Pb eingefiillt und 8 cem Wasser zugegeben. In jedes 
Kélbchen leem einer Gummi-arabicum-Lésung 1: 10, 


kam sodann 
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es wurde gut durchgemischt, dann zu jedem Kélbchen 5ccem eine: 
10°, igen Lésung von Natriumsulfid gegeben, mit Wasser zur Mark: 
aufgefiillt, gemischt und im Kolorimeter verglichen. Es ergab sich fii 
die Versuchslésung S = 23, fiir die Standardlésung S, = 20. Es ergibt 
sich daraus fiir die angewandte Menge der Versuchslésung nach der 
bekannten kolorimetrischen Formel 
c= = = 1,73mg Pb 
23 
in der zum kolorimetrischen Vergleich angewandten Menge. Da diese 
nur !/,. der Gesamtmenge betragt — es wurde zweimal auf 50 aufgefiillt 
und 10 genommen —, so ergibt sich die der atherléslichen Seife ent 
sprechende Bleimenge zu 1,73 . 25, also zu 43,5 mg in dem gesamten Fett 
Nun ist im 6lsauren Blei, das als Prototyp der ungesittigten Fette 
genommen werden soll, das Verhiltnis vom Blei zur Olsiure wie 207 : 565 
Um also aus der Bleimenge die Menge der Olsiure zu bestimmen 
: ., 965 aloes , 

muB man den Bleiwert mit — 2,73 multiplizieren. Es ergibt sich 
daraus die im Ausgangsmaterial vorhandene Menge an ungesattigten 
Fettsauren, als Olsaiure berechnet zu 43,5 .2,73 = 119mg. Da zum 
Versuch 5 g Leber angewandt waren, ist dies die Menge der ungesattigten 
Fettsauren in 5g, woraus sich ein Gehalt der Leber zu 2,38 °,, berechnet 

10cem der atherléslichen Bleiseife wurden zur Bestimmung der 
Jodzahl verwendet und diese nach der iiblichen Methode, nur unter 
Reduzierung der Mengenverhiltnisse, zu 173 festgestellt. 

Die Chloroformlésung (siehe oben) wurde ebenfalls auf die geschildert« 
Weise verarbeitet. Bei der Verwendung der zehnfach verdiinnten Standard 
lésung ergab bei der Bestimmung in 10 cem der veraschten Fliissigkeit die 
kolorimetrische Ablesung 


— 0,362 mg 


in der Versuchsfliissigkeit, also 0,362 . 25 9,05 mg Pb im ganzen. Durch 
Multiplikation mit 2,73 wird der Gesamtwert der Fettsiuren fiir die chloro 
formléslichen Bleiseifen erhalten. Dieser betragt demnach 9,05 . 2,73 

24,7 mg als Olséure berechnet. Die gesamte Menge dieser Fettsauren 
in der Ausgangssubstanz ist 0,495°,. 


Die Bestimmung der Jodzahl dieser Fraktion ergab 28, so daB es 
sich im wesentlichen um gesattigte Fettsiuren handelt. 


Der in Ather und Chloroform unlésliche Teil der Bleiseifen wurde im 
Zentrifugenglas selbst mit konzentrierter Salpetersiure und Perhydrol 
im Sandbad bei etwa 160° vollkommen verascht, auf 50 ccm aufgefiillt 
und 10 ccm kolorimetrisch in der geschilderten Weise bestimmt. Es 
ergab sich in der Gesamtmenge 23,5 mg Fett bzw. 0,47 °.,, die also ledig 
lich auf gesattigte Fette zuriickzufiihren sind. Es sei bemerkt, daB bei 








der 
gar 


wel 


in 


sch 
ers 
bes 








ne! 
rke 
fiir 
‘ibt 


der 


ese 
‘ilit 
nt 
ptt 
t te 
65 
en 


sich 


ten 
um 
ten 
net 

der 
iter 


erte 
ard 
die 


> im 
drol 
‘iallt 

Es 
dig 
bei 








351 


Bestimmung der Fette. 


dem héheren Molekulargewicht der gesattigten Stearinsiure, wenn man 


9 W« 


ganz genau sein will, nicht mit 2,73, sondern mit 2,75 multipliziert 
werden mu. 

Nachfolgend eine Reihe von Versuchen, bei welchen die Trennungen 
in der angegebenen Art durchgefiihrt wurden. 





Substanzmenge Atherfraktion Chloroformfraktion Unlésliche Fraktio 


red ( 
£ 0 


Leberversuche. 


7 23 0,52 0.4 
8,5 2.05 0.70 0.68 
{ 7,0 1,10 1,10 0,58 
:¥,9 1.05 1,15 0,60 
Haut. 
| 2,8 0,57 0,46 0,90 
| 2,8 0.63 0.46 0.86 
3,2 0,30 0,67 0,24 
3,5 0.36 0,64 0,33 
{ 2.1 0.46 0,60 1.00 
| 2,0 0,46 0,61 1,01 


Je die beiden letzten Versuche der beiden Reihen sind an ver- 
schiedenen Stiicken desselben Materials ausgefiihrt, ebenso die beiden 
ersten Hautversuche. Die gute Ubereinstimmung dieser Parallel- 
bestimmungen zeigt die Brauchbarkeit des Verfahrens. 





Spektrophotometrische Untersuchungen 
des Ehrlich-Préscherschen Bilirubin-Azofarbstoffes und ihre 
praktische Anwendung, besonders zur quantitativen Bestimmung 
des Bilirubins im Blutserum. 


Von 
Ludwig Heilmeyer und Willy Krebs. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Jena.) 
(Eingegangen am 5. Mai 1930.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Hijmans van den Bergh' hat das groBbe Verdienst, die von Ehrlich 
und Préscher gefundene Diazoreaktion fiir den Nachweis und fiir die 
quantitative Schatzung des Bilirubins im Blutserum nutzbar gemacht 
zu haben. Ein groBer Teil wichtigster physiologischer und klinischer 
Fragen wurde dadurch ihrer Lésung zugefiihrt. Die Untersuchungen 
wurden fast ausnahmslos mit kolorimetrischen Methoden durchgefiihrt. 
Zur Erzielung einer gréBeren Genauigkeit, aber auch zur L6sung mancher 
Fragen, fiir die die Kolorimetrie nicht ausreicht, schien es uns wiinschens- 
wert, die kolorimetrische Methode durch die spektrophotometrische zu 
ersetzen. Die Grundlage dafiir bildete die Aufnahme des quantitativen 
Absorptionsspektrums des Bilirubin-Azofarbstoffes. Wir gingen dabei 
folgendermaBen vor: 

5mg reines Bilirubin wurden in 100 cem Chloroform gelést. Es ist 
dabei sorgfaltig darauf zu achten, daB die Lésung eine vollstandige ist, 
was oft viele Stunden beansprucht. 2 cem dieser Lésung wurden in einem 
20-cem-MeBkélbchen unter standigem Umschwenken iiber dem Wasserbad 
auf etwa ein Fiinftel des urspriinglichen Volumens vorsichtig eingedampft. 
Zu der eingeengten Chloroformlésung wurden dann 11 ccm 96°, iger Alkohol 
zugegeben und gut durchgeschiittelt. Dann wurden 5ccm einer frisch 
bereiteten Diazoniumlésung (im Diazoréhrchen hergestellt) zugegeben und 
10 Minuten bis zur vollstandigen Kupplung gewartet. Da der dadurch 
gebildete Bilirubin-Azofarbstoff wie alle Azofarbstoffe stark vom _ herr- 
schenden py abhangig ist, ist es wichtig, den Farbstoff immer bei einem 
bestimmten py zu untersuchen. Wie Thannhauser und Andersen® zuerst 


' Hijmans van den Bergh, Der Gallenfarbstoff im Blute. Leiden 1918. 
2 Thannhauser und Andersen, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 137, 179, 1921. 
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vezeigt haben, eignet sich am besten ein stark saures py, wie es durch Zusatz 


nzentrierter Salzsaure hergestellt wird. Wir haben deshalb nach vélliger 
,upplung noch 4 ccm konzentrierte Salzsiiure zugesetzt. Die anfangs mehr 
iolette Farbe schlagt dann in ein tiefes Blau um und zeigt eine maximale 
Farbintensitat. Zuletzt wurde mit 96°,igem Alkohol auf 20 cem aufgefiillt. 
Von dieser Farblésung wurde mit dem Kénig- und Martensschen 
Spektrophotometer dasquantitative Absorptionsspektrumaufgenommen. 
\bb. 1 gibt dieses in Form einer sogenannten ,,typischen Farbkurve* 


log E-7 
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Abb. 1 
[ypische Farbkurve einer salzsauren Bilirubin-Azofarbstofflisung 
Konzentration 0,000005 gicem. Léisungsmittel: Salzsturealkohol 


wieder, die als Ordinate die Logarithmen der Extinktionskoeffizienten, 
als Abszisse die Wellenlinge in yy hat (Naheres iiber Methodik und 
serechnung siehe Heilmeyer und Will!). Die erhaltenen Extinktions- 
koeffizienten sind auBerdem in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. 





oo E fiir lem Schichtdicke a ia E fiir lem Schichtdicke 
650 0.1841 560 0.5726 
620 0.3850 550 0.5234 
610 0.4684 540 0.4562 
600 0.5395 530 0.3866 
590 0.5894 510 0.2600 
580 0.6084 490 0.1631 
570 0.6046 470 0.1049 





Wie man sieht, nimmt die Lichtabsorption vom Rot bis zu Wellen- 
lange 580 deutlich zu und fallt von hier an erst allmahlich, dann immer 
rascher gegen das blaue Ende des Spektrums hin ab. Die stiarkste 
Lichtabsorption findet etwa in einem Gebiete von 610 bis 540 lupe statt, 


1 Heilmeyer und Will, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 67, 111, 1929 
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was dem von Hijmans van den Bergh angegebenen Absorptionsband 
entspricht. Die typische Farbkurve zeigt in diesem MeBbereich einen 
schén gerundeten Bogen. Das Absorptionsmaximum liegt zwischen 
580 und 570 uy, etwa bei Wellenlange 575 wu. Es laBt sich nur annahernc 
bestimmen, da das Absorptionsmaximum nur um einen ganz minimalen 
nicht mehr bestimmbaren Betrag héher liegt als bei Wellenlange 5s) 
bzw. 570, bei denen die Lichtabsorption etwa gleich hoch liegt. 

Wie die Betrachtung der typischen Farbkurve zeigt, ist de: 
Bilirubin-Azofarbstoff. weit besser zur quantitativen spektrophoto 
metrischen Bestimmung geeignet als das reine Bilirubin. Er zeigt ein 
schénes Absorptionsmaximum in einem Spektralgebiete, das sich aus 
gezeichnet zu spektrophotometrischen Messungen eignet. Das reine 
Bilirubin dagegen zeigt kein umschriebenes Absorptionsband, sondern 
eine sogenannte Endabsorption, d. h. eine gegen das violette Ende des 
Spektrums gehende starke Lichtausléschung. AuBerdem ist der 
Bilirubin-Azofarbstoff in seinem spektralen Verhalten auBerordentlich 
konstant, wahrend das reine Bilirubin ein auBerordentlich wechselndes 
Verhalten zeigt. Es gibt kaum zwei Bilirubinlésungen, die identische 
Farbkurven aufweisen. 


Das Absorptionsverhiltnis des salzsauren Bilirubin-Azofarbstoffs. 


Zur Bestimmung des Absorptionsverhaltnisses wurden nach det 
oben dargestellten Methode Bilirubinalkohollésungen von bekanntem 
Bilirubingehalt hergestellt und die Lichtextinktion bei 1 em Schicht- 
dicke bei Wellenlinge 570 uy bestimmt; das Absorptionsverhaltnis 
wurde dann aus der Formel A = c/E berechnet (c Konzentration 
in g/cem). Die erhaltenen Werte sind in Tabelle II angegeben: 


Tabelle 11. 





A, = 0,000 007 57 A, = 0,000 007 50 
A, = 0,000 007 49 A, = 0,000 007 50 
A; = 0,000 007 48 Ag 0,000 007 43 


Wie man sieht, stimmen die Werte gut iiberein und ergeben ein 
mittleres Absorptionsverhaltnis von A = 0,000007 50. 

Nach der Formelc = E. A kann daraus jede Bilirubinkonzentration 
errechnet werden, wenn die Lichtextinktion ihres salzsauren Azofarb- 
stoffs bei Wellenlange 570 bestimmt worden ist. 


Die ,,typische Farbkurve* des direkt und indirekt kuppelnden Serum- 
bilirubin-Azofarbstoffs. Der spektrophotometrische Nachweis eines nicht 
diazotierbaren gelben Farbstoffs im Alkoholextrakt des Blutserums. 


Nachdem die typische Farbkurve des reinen Bilirubin-Azofarbstoffs 
in alkoholischer Lésung gewonnen war, schien es wichtig, sie mit der 
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farbkurve einer aus Blutserum gewonnenen Bilirubin-Azofarbstoff- 
losung zu vergleichen. Seit Hijmans van den Bergh! ist es bekannt, 
daB das Serumbilirubin sich in bezug auf die Diazoreaktion verschieden 
verhalt. Man unterscheidet ein direkt durch Zusatz der Diazonium- 
l6sung zum Serum kuppelndes Bilirubin von einem indirekten Bilirubin, 
bei dem die Diazoreaktion erst nach vorausgegangener Extraktion mit 
Alkohol eintritt. Dazu kommen noch weitere Eigenschaften, die diese 
beiden Formen unterscheiden. Das direkt kuppelnde Bilirubin wird viel 
starker an den EiweiBniederschlag nach Alkoholfallung absorbiert als 
das indirekte, es ist viel leichter zu Biliverdin oxydabel, es ist harn- 
fahiger. Diese Verschiedenheit der Eigenschaften hat zu zahlreichen 
Vermutungen tiber diese beiden Bilirubinformen gefiihrt. Es soll hier 
aus Griinden der Raumersparnis nicht auf die auBerordentlich groBe 
Literatur eingegangen werden, die iiber diese Frage bereits vorliegt. Eine 
endgiiltige Erklarung, die alle Tatsachen befriedigend deutet, fehlt bis 
heute. Kurz zusammengefaBt handelt es sich um zwei Méglichkeiten: 
1. Der Unterschied der beiden Bilirubinformen liegt im Milieu begriindet 
(Salzbildung, Absorptionsbindungen an die Eiwei8kérper usw.). 2. Der 
Unterschied liegt im Substrat, also im Bilirubinmolekiil. Die letzte 
Frage ist es, die durch exakte Bestimmung des quantitativen Ab- 
sorptionsspektrums des Azofarbstoffs der beiden fraglichen Bilirubin- 
formen entschieden werden kann. Selbst geringgradige Anderungen 
im Bau des Bilirubinmolekiils werden zu einer allerdings nur bei 
quantitativer Messung bemerkbaren Abweichung der Absorptions- 
erscheinungen fiihren. Aus diesem Grunde wurde das quantitative 
Absorptionsspektrum je eines direkt kuppelnden Serumbilirubin-Azo- 
farbstoffes (von einem Falle von Ikterus catarrhalis) und eines indirekt 
kuppelnden (von einem Normalfalle nach Phenylhydrazinverabreichung) 
aufgenommen. Bei der Herstellung der beiden alkoholischen Bilirubin- 
Azolésungen wurde nach dem Vorgehen von Thannhauser und-Andersen 
verfahren?. Abb. 2 gibt die beiden Absorptionsspektren in Form von 
,typischen Farbkurven‘ wieder. Diese Darstellungsart hat den Vorzug, 
daB die Kurvenform einzig und allein durch die Natur des zugrunde- 
liegenden Farbstoffs bedingt ist, wihrend Veranderungen der Konzen- 
tration oder der Schichtdicke nur durch parallele Verschiebungen in der 
Hohenlage der Kurve zum Ausdruck kommen. Wie man sieht, laufen 
die beiden Kurven, von einer geringen, weiter unten zu besprechenden 
Abweichung bei 470 wu abgesehen, vollkommen parallel. Sie kénnen 
durch Parallelverschiebung zur Deckung gebracht werden. Wir kénnen 
daraus mit Sicherheit schlieBen, daB die beiden Bilirubinformen ein 


1 Hijmans van den Bergh, Der Gallenfarbstoff im Blut. Leiden 1918. 
2 Thannhauser und Andersen, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 187, 179, 1921. 
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und denselben Azofarbstoff liefern. Damit ist auch der Nachweis er 
bracht, da} Verinderungen des Bilirubinmolekiils fiir den verschiedene: 
Ausfall der Diazoreaktion nicht verantwortlich gemacht werden kénnen 
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Abb. 2. 
Typische Farbkurven von diazotierten Serumalkoholextrakten. A. J. Indirekt koppelndes 
Bilirubin. A. J/. Direkt koppelndes Bilirubin. 
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Abb. 3. 
lypische Farbkurven von diazotierten Serumalkoholextrakten (a und b) und einer diazotierten 
reinen alkoholischen Bilirubinlésung (c). (Simtliche Kurven sind auf gleiche Scheitelhihe 
gebracht, um die Abweichung im abfallenden Schenkel deutlich zu machen.) 


Vergleichen wir nun die durch Diazotierung des Blutserums ge- 
wonnene Farbkurve mit der Farbkurve des reinen Bilirubin-Azofarb- 
stoffs, so fallt auf, daB der abfallende Schenkel der Serumkurve sich in 
seinem Verlauf mehr und mehr von dem abfallenden Schenkel der reinen 
Bilirubinkurve entfernt (Abb. 3, Kurve a und c). Der Abstand zwischen 
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beiden Kurven wird nach dem kurzwelligen Gebiet zu immer gréBer. 
\uf einer Verschiedenheit des Serumbilirubinmolekiils kann dieser 
Unterschied nicht beruhen, da die Abweichung bei verschiedenen 
Serumkurven sehr verschieden stark ausfallt. Am starksten ist die 
\bweichung bei Seren mit sehr niedrigem Bilirubingehalt, wie Abb. 2b 
zeigt. Letztere Kurve wurde aus dem Serum eines gesunden Menschen 
nach einem gréBeren AderlaB gewonnen. Der Bilirubingehalt im Serum 
hetrug 0,46 mg-°,,. Die Abweichung im blauen Spektralgebiet ist hier 
extrem stark. Der abfallende Schenkel biegt allmahlich zur wagerechten 
um und zeigt bei 450 wu bereits wieder einen Anstieg. Diese Kurve 
zeigt mit aller Deutlichkeit, daB die Abweichung nur durch einen gleich- 
zeitig vorhandenen zweiten Farbstoff bedingt sein kann, der gegen das 
kleinwellige Spektralgebiet hin zunehmend Licht absorbiert, wabhrend 
die Absorption im Rot und Gelb so minimal sein muB, daB sie die 
typische Farbkurve des Bilirubin-Azofarbstoffs nicht beeinfluBt. Es 
mu sich also um einen Farbstoff handeln, der ausschlieBlich im Blau 
absorbiert, also ein gelbliches Aussehen hat. Es handelt sich jetzt nur 
noch um die Frage: Ist dieser gelbe Farbstoff schon vor der Diazotierung 
im Alkoholextrakt des Serums vorhanden, oder hat er sich erst nach 
Zusatz der Diazolésung gebildet? Um hieriiber Anhaltspunkte zu ge- 
winnen, wurde die Intensitaét der Gelbfarbung des Alkoholextrakts 
(gemessen durch die Lichtextinktion im Blau bei Wellenlinge 470 si) 
vor der Diazotierung bestimmt und mit dernachher gemessenen Bilirubin- 
konzentration gemessen. Hierbei zeigte sich folgendes: Der Alkohol- 
extrakt, aus dem nach Diazotierung die Kurve ) der Abb. 3 gewonnen 
wurde, zeigte vor der Kupplung eine Extinktion im Blau (bei 470 sa 
und 1 em Schicht) von FE = 0,31. Der der Kurve Abb. 2a entsprechende 
\lkoholextrakt zeigte dagegen eine solche von FE 131. Die Farb- 
stoffkonzentration war also im letzteren Falle 4,2 mal gr6Ber. Dagegen 
betrug die Bilirubinkonzentration im Alkoholextrakt 2b 0,153 mg-”,, 
im letzteren Falle (2a) dagegen 1,3 mg-°,,, also das 8,5fache. Bestinde 
der gelbe Farbstoff des Alkoholextraktes in beiden Fallen nur aus 
Bilirubin, so miiBte die Blauextinktion der Bilirubinkonzentration 
wenigstens annaihernd parallel laufen. Da dies nicht der Fall ist, so 
muB neben dem Bilirubin ein anderer gelber Farbstoff im Alkohol- 
extrakt vorhanden sein. Wir haben bei zahlreichen alkoholischen 
Serumextrakten diese Frage auch durch Vergleich mit kiinstlichen 
alkoholischen Bilirubinlésungen von gleichem Bilirubingehalt unter- 
sucht und auch dabei dasselbe Ergebnis erhalten. Bei niederem Bili- 
rubingehalt war die Lichtextinktion der Serumalkoholextrakte im Blau 
immer hoher, als der Bilirubinkonzentration entsprach. Wie die typischen 
Farbkurven des diazotierten Serumalkoholextrakts zeigten, ist dieser 
gelbe Farbstoff auch nach der Diazotierung vorhanden. 
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Auf Grund der Farbkurve kann auch der Anteil des oder der dia- 
zotierten Farbstoffe an der Gelbfirbung des Alkoholextrakts wenigstens 
annaherungsweise bestimmt werden. Legen wir die Farbkurve des reine: 
Bilirubin-Azofarbstoffs so an die Farbkurve des diazotierten Serumbilirubins 
an (Abb. 2c), daB die Scheitelhéhe dieselbe ist, so zeigt die Differenz de: 
Kurven bei Punkt 470 wu den Anteil des nicht diazotierten gelben Farbstoffs 
an. Die Kurve des reinen Azobilirubins (Abb. 2c) schneidet in diesem Falle 
die Wellenlange 470 uu bei dem Punkte Log. E = 0,180 — 1, was eine: 
Extinktion von E = 0,151 entspricht. Die Kurve des Serumbilirubins 
(Abb. 2a) zeigt bei Wellenlange 470 wu einen Wért von Log. E = 0,385 — 1, 
was einer Extinktion von FE = 0,243 entspricht. Auf den nicht diazotierten 
gelben Farhstoff entfallt also eine Lichtextinktion von 0,243 — 0,15] 

0,092. Da bei der Diazotierung der urspriingliche Alkoholextrakt noch 
um das Doppelte verdiinnt worden ist, so muB8 dié Lichtextinktion des gelben 
Farbstoffs im urspriinglichen Alkoholextrakt 0,184 betragen haben. Da 
die Gesamtextinktion des urspriinglichen Alkoholextrakts 1,31 betrug, 
so ist der Anteil des gelben, nicht diazotierten Farbstoffs an der Licht 
extinktion bei 470 wu 13,7°%. Fiihren wir dieselbe Rechnung in dem det 
Kurve 2a zugrundeliegenden Alkoholextrakt durch, so kommen wir fiir 
den gelben, nicht diazotierbaren Farbstoff zu einer Lichtextinktion von 0,131 
im urspriinglichen Alkoholextrakt. Da die gesamte Lichtextinktion in 
demselben vor der Diazotierung nur ©,31 betrug, so betragt der Anteil 
des nicht diazotierten gelben Farbstoffs an der Lichtextinktion bei 470 yy 
42°. Auf das Bilirubin fiele also im Serumalkoholextrakt der Kurve 2b 
eine Lichtextinktion von 0,18, im Falle der Kurve 2a von 1,13, das ist etwa 
das Siebenfache. Die Bilirubinbestimmung ergab, wie oben gezeigt., einen 
8,5fachen Wert. Wenn man bedenkt, da8 die Bilirubinbestimmung im Serum 
bei niederen Konzentrationen unsicher ist und auBerdem die Lichtextinktion 
des Bilirubins variabel ist und endlich der nicht diazotierbare gelbe Farbstoti 
durch die Zufiihrung der stark sauren Diazoniumlésung in seinem Spektrum 
verandert werden kann, so ist die Ubereinstimmung eine relativ gute. 

Fragen wir uns nach der Natur des im Alkoholextrakt vorliegenden 
gelben Farbstoffs, so laBt sich aus unseren Untersuchungen hieriiber 
nichts Sicheres sagen. Nach den Forschungen von Hijmans van den 
Bergh muB an Lipochrome gedacht werden. Nach ihm sollen allerdings 
diese Farbstoffe bei unserer Art des Vorgehens nicht in den Alkohol- 
extrakt iibergehen. Die praktische Bedeutung des Nachweises eines 
gelben Farbstoffs im Alkoholextrakt liegt darin, daB daraus hervorgeht, 
daB eine exakte Bilirubinbestimmung durch den einfachen kolorimetri- 
schen Vergleich mit gelben Vergleichslésungen, wie das neuerdings von 
Shattuck, Kilian und Preston! empfohlen und sogar der Hijmans-van- 
den- Bergh-Methodik als itiberlegen hingestellt wird, nicht méglich ist. 
Aber auch die kolorimetrische Methode, die mit der Diazoreaktion 
arbeitet, muB bei geringem Bilirubingehalt des Serums versagen, weil 
durch den gelben Farbstoff eine Farbverschiedenheit gegeniiber der 
Vergleichslésung hervorgerufen wird, die jede exakte Bestimmung un- 





1 Shattuck, Kilian und Preston, Journ. Labor. u. klin. Med. 12, 802, 1927, 
zitiert nach Lichtwitz, Klin. Chem. 2. Aufl., 1930. 
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néglich macht. DaB aber in diesen Fallen die spektrophotometrische 


Methode noch sehr brauchbare Werte ergibt, zeigt ein Blick auf unsere 
Farbkurve. Der stérende gelbe Farbstoff zeigt im MeBbereich zwischen 
580 und 570 wu einen unmeBbar kleinen Anteil an der Lichtabsorption. 
Wir werden von dieser Tatsache bei Bestimmung des Bilirubins im Blut- 
serum Gebrauch machen. 


Die quantitative Bestimmung des Bilirubins mit dem Zeissschen Stufen- 
photometer. 

Es wurde oben gezeigt, daB das salzsaure Azobilirubin ein Absorp- 
tionsspektrum liefert, welches sich zu spektrophotometrischen Be- 
stimmungen sehr gut eignet. Auch das durch direkte oder indirekte 
Diazotierung des Blutserums in salzsaurer Lésung erhaltene quantitative 
Spektrum liefert im Prinzip dieselbe Kurvenform. Nur im kleinwelligen 
Gebiete zeigt sich hierbei eine Abweichung, die durch die Anwesenheit 
eines nicht diazotierbaren gelben Farbstoffs hervorgerufen wird. Ist das 
Blutserum relativ reich an diesem Farbstoff — wie dieses bei bilirubin- 
armen Seren der Fall ist —, so ist eine exakte kolorimetrische Messung 
nicht durchfihrbar. Dagegen ergibt die spektrophotometrische Methode 
auch in diesem Falle noch richtige Werte, da der verunreinigende gelbe 
Farbstoff bei Wellenlange 570 yu in der im Serum vorkommenden Kon- 
zentration keine meBbare Lichtabsorption besitzt. Ein weiterer Vorzug 
der spektrophotometrischen Methode beruht in ihrer auBerordentlichen 
Exaktheit und Feinheit. Lésungen, die kaum mehr einen erkennbaren 
Farbton besitzen und deshalb kolorimetrisch nicht mehr meBbar sind, 
kénnen spektrophotometrisch noch erfaBt werden. Der Nachteil der 
Methode beruht nur darin, daB die Apparatur eine sehr kostspielige 
ist und auch eine gewisse Ubung in optischen Messungen erfordert. 
Diese Schwierigkeiten werden durch das Zeisssche Stufenphotometer 
vermieden. Es stellt ein vereinfachtes Spektralphotometer dar, das 
aber annahernd mit derselben Genauigkeit arbeitet. An Stelle eines 
Prismas werden genau gepriifte Farbfilter von bestimmter Durchlab- 
breite verwendet. Naheres iiber die Beschreibung des Instrumentes 
und seine Anwendung bei Heilmeyer!. Fir die quantitative Bilirubin- 
bestimmung mit Hilfe der Diazoreaktion haben wir neuerdings das von 
der Firma Zeiss zu dem Instrument jederzeit lieferbare Filter S 57 ver- 
wendet. Die wirksame Wellenlange? des Filters liegt bei Wellenlange 
571 uu, die Halbwertsbreite seines wirksamen DurchlaBgebietes? 

1 Heilmeyer, Abderbaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt.I1, 
Teil II/2, S. 2337 bis 2366, 1929. 

2 Die wirksame Wellenlange sowie die wirksame Breite eines Filters 
werden aus einer Kurve ermittelt, die durch Multiplikation der Durch- 
lassigkeitswerte fiir jede Wellenlange mit der relativen Augenempfindlich- 
keit fiir Tageslicht erhalten wird. 
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(das ist die Differenz der Wellenlangen, fiir welche zu beiden Seiten cs 
Maximums die Durchlassigkeit auf die Halfte gesunken ist) betragt 1s 
und liegt zwischen 580 und 562 4. Das Durchlabgebiet des Filter. 
fallt also nahezu mit dem Absorptionsmaximum des salzsauren Azo 
bilirubins zusammen und ist deshalb sehr gut zur spektrophotometrische: 
Bestimmung geeignet. Wir haben weiterhin unter Verwendung dieses 
Filters die Giiltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes fiir den salz 
sauren Bilirubin-Azofarbstoff gepriift und gefunden, dal das Gesetz 
vollkommen zutrifft: Die Extinktion ist im Anwendungsbereich ein: 
lineare Funktion der Konzentration. Es war jetzt nur noch ndétig, fii 
eine bekannte Konzentration den Extinktionskoeffizienten zubestimmen 
Fiir eine salzsaure alkoholische Bilirubin-Azofarbstofflésung, die genau 
0,5 mg Bilirubin in 100 cem Lésung enthielt, wurde in zehn Versuchs- 
reihen ein mittlerer Extinktionskoeffizient von 0,0000074 gefunden 
Wie man sieht, stimmt das Absorptionsverhaltnis ausgezeichnet mit 
dem spektrophotometrisch fiir Wellenlinge 570 4 ermittelten tiberein, 
wie das auch bei der angegebenen wirksamen Wellenlange des Filters 
der Fall sein muB. 

Die praktische Ausfiihrung der Bestimmung im Blutserum hat 
der eine von uns! friiher nach der Methode von Thannhauser und 
Andersen*® vorgenommen. Zur Bestimmung wurde damals in Ermange- 
lung eines besseren, ein weniger giinstiges Filter verwendet. Dieses wurde 
jetzt durch das Filter 8S 57 ersetzt. AuBerdem haben wir die Volumen 
kontraktion der Alkohol-Serummischung beriicksichtigt, die bei 2 ccm 
Serum + 4cem Alkohol angenahert 0,1 cem ausmacht. Ferner hat es 
sich als zweckmaBig erwiesen, zuletzt noch 1 cem Alkohol mehr zuzu- 
geben, um die haufig auftretende, zarte Triibung, die bei der Photo- 
metrie eine nicht zu vernachlassigende Fehlerquelle darstellt, auszu- 
schalten. Die abgeainderte Vorschrift geben wir im folgenden kurz 
wieder: 


2cem klares Serum 4,.lcem 96° igen Alkohol im Zentrifugenglas 
mischen; griindlich zentrifugieren (144 Stunde). Von der tiberstehenden 


klaren Fliissigkeit 2 cem (bei sehr geringem Bilirubingehalt 4 cem) abnehmen 
und mit 0,5 (bzw. 1,0)ecem Diazoniumlésung (frisch im Diazoréhrchen 
bereitet) versetzen. 5 Minuten bis zur vélligen Kupplung stehenlassen 
Dann 2,1 (bzw. 4,2)cem 96°,igen Alkohol + 0,4 (bzw. 0,8) cem_ kon- 
zentrierte HCl zusetzen. Sofort bei 10 (bzw. 30)mm Schichtdicke unter 
Verwendung des Filters S 57 photometrieren. 

Berechnung: Verdiinnung: 2 ccm Serum + 4,1 cem Alkohol 3fach; 
davon 2cem auf 5ccm 2.5fach. Gesamtverdiinnung 7,5fach. Also 
Bilirubinkonzentration ¢ = A-E-7,5g/eem. (A Absorptionsverhaltnis, 
E Extinktionskoeffizient bei 10 mm Schicht.) A = 0,000007 4. 


1 Heilmeyer, Handb. d. biol. Arbeitsmethod., 1. c. 
2 Thannhauser und Andersen, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 937, 179, 1921. 
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Also Bilirubinkonzentration 0.000007 4-£-7,5 ¢ com oder Bilirubin- 

zentration 0,74-7,5-E mg-% 5,48-F mg-®,,. 

Die Thannhauser sche Methodik eignet sich sehr gut zur Bestimmung 
es Bilirubins in normalen Seren und in solchen pathologischen, die eine 
indirekte Diazoreaktion geben. Bei direkt reagierenden Seren dagegen 
wird durch die Alkoholfallung sehr viel Bilirubin mit dem Eiweib- 
niederschlag niedergerissen. TTrotz der Verbesserungsvorschlage, die 
Thannhauser angegeben hat, wird nicht alles Bilirubin erfaBt. Neuer- 
lings haben deshalb Jendrassik und Czike! eine sehr  brauchbare 
Methode angegeben, welche diese Fehlerquelle ausschaltet und bei 
direkt reagierenden Seren bedeutend héhere Werte ergibt als die Methode 
von Thannhauser und Andersen. Die neue Methode hat au8erdem den 
Vorzug, daB sie in gleicher Weise fiir direkt wie indirekt reagierende 
Seren Anwendung finden kann. Sie baut sich auf der Tatsache auf, 
da} durch Zusatz von Coffeinum-natrio-benzoicum zum Serum die 
Diazoreaktion auch bei indirekt reagierenden Seren prompt eintritt. 











a 
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Abb. 4. 


pische Farbkurven, J des salzsauren Azobilirubins 
iren Azobilirubins + Coffeinum-natrio-benzoikums (Bilirubinkurve 


identisch.) 


Bei der Umarbeitung zur photometrischen Bestimmung waren vet 
schiedene Schwierigkeiten zu tiberwinden. Es zeigte sich, daB die nacl 
Zufiigung des Coffeinum-natrio-benzoicums erhaltene  salzsaure Azo 
hilirubinlésung ein anderes Absorptionsverhaltnis aufwies als die reine 
salzsaure Lésung Die Aufnahme des quantitativen Absorptionsspektrums 
ergab auch einen anderen Kurvenverlauf. Die typische Farbkurve (Abb. 4 
konnte mit der einer reinen salzsauren Azobilirubinlésung nicht zur Deckung 
gebracht werden. Es ist méglich, daB diese neue Kurvenform durch Unter- 
schiede der Wasserstoffionenkonzentration bedingt ist; mdglicherweise 
greift aber auch das Coffeinum-natrio-benzoicum in den chemischen Vorgang 
der Diazotierung ein. Zur praktischen Anwendung mute das Absorptions- 


1 Jendrassik und Czike, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 60, 554, 192s. 


Biochemische Zeitschrift Baad 223 24 
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verhaltnis neu bestimmt werden. Als Mittelwert fiir zwélf Bestimmung.) 
mit dem Stufenphotometer wurde unter Verwendung des Filters S 57 
folgender Wert erbalten: A 0,0000092 (Schwankungsbreite 0,0000087 
bis 0,0000096). Gleichzeitig haben wir auch mit dem Kénig-und-Marters 
schen Spektrophotometer bei Wellenlange 570 wu das Absorptionsverhiltnis 
bestimmt. Es ergab sich hierbei ein Mittelwert von 0,0000091 bei drei 
Bestimmungen (Schwankungsbreite 0,0000089 bis 0,000009 2). 

Eine zweite Schwierigkeit lag in der Herstellung der Bilirubintest- 
losungen. Bei Verwendung alkoholischer Bilirubinlésungen (nach der 
eingangs geschilderten Vorschrift) zeigte sich, daB nach Zusatz des Coft.- 
natr.-benzoicums und der Diazoniumlésung nicht wie im Serum der schéne 
rote Farbton des Azobilirubins auftrat; nach kurzer Rosafarbung trat 
rasch eine graue Mischfarbe auf, die haufig ins Griine iiberging. Durch 
HC l-Zusatz trat zwar in allen Fallen die typische Blaufarbung auf, jedoch 
zeigte sich, daB die Extinktion bei den miSfarbigen Lésungen geringe1 
war als bei Lésungen, die von vornberein eine rote Farbe zeigten. Es 
lieB sich nachweisen, da®B die genannten Verfirbungen dadurch zu- 
stande kommen, da®B das alkalische Coff.-natr.-benzoicum in den unge- 
pufferten alkoholischen Bilirubinlésungen im Gegensatz zum Serum das 
py nach der alkalischen Seite zu beeinfluBt und dadurch die genannter 
Vertarbungen hervorruft. Es konnte ferner nachgewiesen werden, da 
in Fallen, in denen eine starke Verfarbung ins Craue bzw. ins Griin 
eintrat, der gebildete Azobilirubinfarbstoff teilweise zerst6ért wurde, wo- 
durch sich die Verminderung der Extinktion nach Anséuerung = mit 
konzentrierter HCl] erklairte. Es muBte also der alkalisierenden Wirkung 
des Coff.-natr.-benzoicums durch H Cl-Zusatz zu den Testlésungen entgegen 
gewirkt werden. Es wurde deshalb jeweils so viel HCl zugesetzt, bis die 
entstehende Azobilirubinlésung ihre rote Farbe beibehielt. Bei der Be 
stimmung im Serum ist diese Vorsicht nicht nétig, da die Puffersubstanzen 
des Serums der alkalisierenden Wirkung des Coff.-natr.-benzoicums ent- 
gegenwirken. 


Praktische Anwendung der neuen Methode. 
1. Notwendige Reagenzien. 
Diazo I. 5g Sulfanilsiure + 1,5 cem konzentrierte HCl] zu 1000 cem. 
Diazo IT. 0,59 NaNO,. 


(10 cem Diazo I werden mit 0,1 eem Diazo II frisch vor dem Gebrauch 
gemengt.) Coffeinum-natrio-benzoicum. Gesiattigte Lésung, etwa 50°, ig. 
Alkohol 96°,ig oder starker. 


2. Ausfiihrung der Reaktion. 


Zu 2cem Serum oder Plasma werden in einem Reagenzglas 0,5 ccm 
Coffeinlésung +- 1,0 cem Diazomischung gefiigt und nach 5 bis 10 Minuten 
(nicht friiher und nicht spéter) 6,7 cem Alkohol. Etwa nach einer Minute 
wird filtriert, wozu die Schleicher und Schiillschen Filter Nr. 589 III (Blau 
band) oder Nr. 602 am geeignetsten sind (Nr. 597 ist zu durchlassig). Das 
Filtrieren geschieht in einem Reagenzglas auf dem daraufgesetzten Trichter. 
Zwecks zuverlissiger Verhinderung des Verdampfens bedeckt man den 
Trichter mit einem Uhrglaschen. Zu 4ccm des klaren Filtrats werden 
0,4 ccm konzentrierte Salzsiure gegeben, gut umgeschiittelt und sofort im 
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stufenphotometer mit Filter 8S 57 bei Schichtdicke | em gegen eine Alkohol- 
sung gemessen. Bei héherem Bilirubingehalt (dunkelblaue Farbung) 
verwendet man zweckmaBig eine geringere Schichtdicke. Das Auftreten 
einer leichten Triibung kann durch Zugabe von 1 bis 2 Tropfen Ather 
heseitigt werden. Bei sehr geringem Bilirubingehalt, unter 0,5°,, fiihrt man 


die Bestimmung am besten mit doppelten Mengen aus (4 cem Serum | ecm 
Coffein + 2 cem Diazo 13,4 cem Alkohol) und photometriert bei 2 bzw. 


8em Schichtdicke. 
Berechnung der Ergebnisse. 


Die Verdiinnung des Serums ist folgende: 2cem Serum auf 10,2 cem 
Beriicksichtigung der Volumenkontraktion des Alkohols!) 5fach, davon 
feem auf 4,4 ccm 1, lfach. Gesamtverdiinnung also 5,5fach. Das 
\bsorptionsverhailtnis wurde fiir Filter 8S 57 zu 0,0000092 bestimmt. Die 
Bilirubinkonzentration im Serum ist demnach A-E-5,5 (Gramm pro 
Kubikzentimeter) oder Bilirubinkonzentration A-E-5.5- 100000 (Milli- 
gramm pro 100cem), Bilirubinkonzentration 0,92-5,5-E 5,06- EB 
EB Extinktionskoeffizient fiir 10mm Schicht). 





Priifung der Methodik. 
Feststellung der Leistungsgrenze. 


l. Es wurde eine salzsaure Azobilirubinlésung hergestellt, welche 
genau 0,047 mg in 100 ccm Lésung enthielt. Die Bestimmung im Stufen- 
photometer ergab eine Extinktion bei 1 em Schichtdicke von 0,059. Die 
Konzentration wurde also zu 0,059 - 0,74 0,044 mg-°,, gefunden. 

2. Es wurde eine salzsaure Azobilirubinlésung hergestellt, die 0,0047 mg 
Bilirubin in 100 ccm Lésung enthielt. Bei Messung im Stufenphotometer 
lieB sich unter Anwendung eines AbsorptionsgefaBes von 31 mm Schicht 
dicke eine eben noch meBbare Ausléschung erkennen. Diese betrug FE = 0,02; 
das entspricht bei 10mm Schichtdicke einer Extinktion von 0,00665. 
Daraus errechnet sich die Bilirubinkonzentration zu 0,0049 mg-®,. 

Mit der letzteren Verdiinnung ist die Grenze der quantitativen Be- 
stimmungsmoéglichkeit unter Verwendung der gebraiuchlichen Absorptions- 
gefiBe erreicht. Diese Grenze entspricht ungefaihr einer Verdiinnung von 
1: 20000000. Man sieht um wieviel feiner die photometrische Methode 
gegeniiber der kolorimetrischen ist, mit der bei groBer Unsicherheit der 
Messung eben noch Konzentrationen von |: 500000 festgestellt werden 
kénnen. Dureh Verwendung gréGerer Schichtdicke (wie es auch durch 
Zusatzrohren der Firma Zeiss erméglicht wird), kann die Feinheit der 
Methode noch weiter gesteigert werden. 


Priifung der Genauigkeit der Methodik durch Testanalysen. 

l. Bilirubinlésung, alkoholisch. 0.38 mg in 100 cem; davon 2 cem 
zur Bestimmung. Ergebnis: 0,40 mg-°,. Fehler + 5°,. 

2. Alkoholische Bilirubinlésung. 0,19 mg Bilirubin in 100 cem. Davon 
2cem zur Bestimmung. Ergebnis: 0,18 mg-°,. FehlergréBe: 5%. 

3. Alkoholische Bilirubinlésung. 0,095 mg in 100cem. Davon 2 ccm 
zur Bestimmung. Ergebnis: 0,088 mg-°%,. Fehler: 7%. 

Man sieht, daB8 selbst bei diesen auBerordentlich niedrigen Bilirubin- 


konzentrationen, die den niedrigsten Werten im Serum entsprechen, noch 


24+ 





364 = L. Heilmeyer u. W. Krebs: Bestimmung des Bilirubins im Blutseru 


brauchbare Ergebnisse erzielt werden, wie sie kolorimetrisch keinesfa 
mehr méglich sind. Bei héheren Konzentrationen ist die Methode natiir] 
noch genauer. 


Vergleich der Thannhauser-Andersenschen und Jendrassik-Czikeschen 
Methodik bei photometrischer Bestimmung. 
1. Normalserum: Nach Thannhauser 0.60 mg-°,,, nach Jendrassik u 
Czike 0,73 mg-%. 
2. Perniciosaserum (indirekt reagierend): Nach Thannhauser 1,56mg- 
nach Jendrassik und Czike 1.57 mg-°,. 


’ 


3. Ikterusserum (direkt reagierend): Nach Thannhauser 2,60 mg-‘ 
nach Jendrassik und Czike 3,22 mg-°®,. 

Wie man sieht, ist die Ubereinstimmung bei indirekt reagierends 
Seren eine leidlich gute. Bei direkt reagierenden Seren ergeben sich gréb« 
Differenzen zugunsten der Jendrassik-Czikeschen Methode. 


Zusammenfassung. 


Durch Aufnahme des quantitativen Absorptionsspektrums eine! 
kiinstlich hergestellten salzsauren Bilirubin-Azofarbstofflésung und 
Bestimmung des Absorptionsverhaltnisses wurden die Grundlagen 
einer quantitativen spektrophotometrischen Bilirubinbestimmung er- 
mittelt. Durch Diazotierung von Serumalkoholextrakten in Fallen von 
direkt und indirekt kuppelndem Bilirubin konnte an Hand der quanti- 
tativen Absorptionsspektren nachgewiesen werden, daB das Bilirubin- 
molekiil in den genannten Fallen keinen Unterschied zeigt. Ferner 
wurde ein nicht diazotierbarer gelber Farbstoff im Serumalkoholextrakt 
nachgewiesen und sein Anteil an der Serumfarbe ermittelt. Auf Grund 
dieser Tatsachen wird eine exakte spektrophotometrische Bestimmungs- 
methode des Bilirubins im Blutserum an Hand der Methoden vor 
Thannhauser-Andersen und Jendrassik-Czike angegeben, welche mit 
dem Zeissschen Stufenphotometer durchgefiihrt werden kann und allen 
kolorimetrischen Methoden bedeutend iiberlegen ist. 
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Bestimmung der Harnsiure im Blutserum mit dem Zeiss schen 
Stufenphotometer unter besonderer Beriicksichtigung der 
optischen Grundlagen. 


Von 


Ludwig Heilmeyer und Willy Krebs. 


{us der Medizinischen Universitatsklinik Jena.) 
(Eingegangen am 5. Mai 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bereits vor zwei Jahren hat der eine von uns! auf die groBen 
Vorteile hingewiesen, die die Anwendung des Zeissschen Stufenphoto- 
meters fiir alle kolorimetrischen Untersuchungsmethoden mit sich bringt. 
Das Stufenphotometer stellt ein fiir chemische und medizinische 
Zwecke vereinfachtes Spektralphotometer dar; die MeBgenauigkeit ist 
innahernd dieselbe wie bei dem groBben Spektralphotometer. An Stelle 
des Prismas werden besonders ausgewahlte und gepriifte Farbfilter 
verwendet, die ein scharf umgrenztes DurchlaBgebiet haben. Die kolori- 
metrische Messung wird also bei Anwendung des Stufenphotometers 
durch eine photometrische Messung ersetzt. 

Als Grundgesetz liegt allen photometrischen Messungen die Gleichung 
E,:E;, Cy: Cg d,:d, zugrunde, worin ¢c, und c, zwei verschiedene 
Konzentrationen einer Farblésung, ¢, und d, die bei der Messung an- 
gewandten Schichtdicken, E, und E, die zugehérigen Extinktionskoeffi- 
zienten, das sind die negativen Logarithmen der durchgelassenen pro- 
ventualen Lichtintensitat, bedeuten. Bei gleicher Schichtdicke sind die 
Extinktionskoeffizienten den Konzentrationen direkt proportional (Lambert- 
Beersches Gesetz). Es mu8 also nur der Extinktionskoeffizient irgendeines 
Spektralgebietes von einer bekannten Farbkonzentration ermittelt werden, 
so kann jede andere beliebige Konzentration durch Messung ihres Extink- 


1 Heilmeyer, Farbmessungen an gefairbten Korperfliissigkeiten mit 
dem Pulfrichschen Stufenphotometer in Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmethod. Dort auch die Beschreibung des Instruments und seiner 
Anwendung. 
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tionskoeffizienten bei gleicher Schichtdicke in einfacher Weise errechnet 
werden. Der einmal gemessene Wert £, fiir die bekannte Konzentration 
bildet die Grundlage fiir alle weiteren Bestimmungen und macht die A) 
wendung einer Vergleichslésung unndétig. 

Neben der groBen Genauigkeit der Messung an sich liegt in de: 
Wegfall einer Vergleichslésung der groBe Vorteil der photometrischen 
Bestimmung gegeniiber der kolorimetrischen begriindet. Ganz besonders 
macht sich dieser Vorteil in den Fallen geltend, in denen die Ver 
gleichslésung nicht haltbar ist, wie dies bei der allgemein gebrauchlichen 
Harnsaurebestimmung im Blutserum nach Folin! der Fall ist. Der ein 
von uns? hat bereits eine kurze Anleitung der praktischen Ausgestaltung 
der Harnsaurebestimmung mit dem Stufenphotometer im Handbuc! 
der biologischen Arbeitsmethoden gegeben. Inzwischen ist von uns 
durch die Anwendung neuer, scharfer begrenzter Farbfilter die Methodik 
so weit gebessert worden, da} eine ausfiihrlichere Darstellung der insbe 
sonders auf ihre optischen Grundlagen hin sorgfaltig gepriiften Methodik 
gerechtfertigt erscheint. 


1. Filterwahl an Hand des Absorptionsspektrums der gefirbten 
Phosphorwolframsiure-Harnsiureverbindung. 


Fiir die Filterwahl sind folgende Gesichtspunkte maBbgebend: 


1. wird man die Messung der Lichtextinktion méglichst in einem 
Maximum der Lichtausléschung vornehmen; 

2. soll innerhalb des FilterdurchlaBgebiets kein starkerer Abfall oder 
Anstieg der Absorptionskurve vorliegen, da sonst Abweichungen vom 
Lambert- Beerschen Gesetz durch die relativ zu groBe Breite des Filter- 
durchlaBgebiets eintreten kénnen. Fiir eine exakte Filterwahl ist deshalb 
die quantitative Bestimmung des Absorptionsspektrums der zu unter- 
suchenden Lésung notwendige Voraussetzung. Die Bestimmung de 
Harnsaure nach Folin beruht bekanntlich darauf, daB die Harnsaure des 
Blutfiltrats mit Phosphorwolframsaure in alkalischer Lésung eine blau 
gefirbte Verbindung eingeht, die zur Grundlage der kolorimetrischen 
in unserem Falle der photometrischen —- Messung dient. Wir haben von 
dieser Verbindung mit dem Spektralphotometer von Kénig & Martens 
eine sogenannte ,,typische Farbkurve’ aufgestellt, deren Kurvenform 
von Konzentration und Schichtdicke unabhangig ist und deshalb die 
beste Art der Darstellung von quantitativen Absorptionsspektren ist 
(Uber Einzelheiten der Methodik siehe Heilmeyer und Will3.) Auf det 

' Folin, Journ. of biol. Chem. 14, 95, 1913; 54, 153, 1922; zitiert nach 
Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. d. chem. Anal., 8. 842. Berlin 1924 

2 Heilmeyer, l.c. 

3 Heilmeyer und Will, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 67, 111, 1929 
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Ordinate sind dabei die Logarithmen der Extinktionskoeffizienten 
aufgetragen, auf der Abszisse die Wellenlange in yu (Abb. 1). Wie man 
sieht, ist die Lichtextinktion im roten Spektralbezirk zwischen 560 und 


700 wu am gréBten: sie zeigt in diesem Bereich von 700 an einen lang- 
samen Abfall. Von 560 an nimmt die Lichtausléschung gegen das 
kleinwellige Gebiet hin allmahlich starker ab. Ein engumschriebenes 
Absorptionsmaximum oder -minimum fehlt. Fiir die Filterauswahl wird 











700 AAA fh. 650 620 600 580 560 540 520 500 ¥80 ¥60 


Abb. 1 
pische Farbkurve des durch Phosphorwolframsaéure + Harnsdure 
Farbstoffs. 
Harnsdurekonzentration : 0.6666 mg: 100 cem 
> Durchlaigebiete der verwendeten Filter sind angegeben. 


man deshalb am besten einen Bezirk wahlen, der zwischen 660 und 
650 uy liegt, da das Gebiet zwischen 650 und 700 «ys wegen der geringen 
Empfindlichkeit des Auges in diesem Bereich nicht in Frage kommt. 
Fir das Gebiet 560 bis 650 sind in der Filterserie, die die Firma Carl 
Zeiss neuerdings unter der Bezeichnung S-Filter dem Stufenphotometer 
beiliefert, zwei brauchbare Filter vorhanden. Es sind dies die Filter 
S61 und 857. Die DurchlaBgebiete der beiden Filter sind folgende: 





; Wirk- Dureh 
Durchlabgebiet * same Wirksame Breite** | jycciekeit 
Mexinem bei Wellen- bei bei «de 
aer 1 “* 
lange max 
Dureh-_ bei malet 
lassigkeit Tages- Weller 
licht 1 1. linge 


uu “uu 
Bee Jockd i, 622 33 81 617 27 5 0,005 
fe 572 19 38 571 36 0,085 
* D. h. die Differenz der Wellenlingen, fiir welehe zu beiden Seiten des Maximams 4d 
Durchlassigkeit auf die Halfte bzw. '/;9 gesunken ist 
** Die wirksame Wellenlinge bzw. wirksame Breite erhalt man aus der Kurve, 
jurch Multiplikation der Durchlissigkeitswerte fiir jede Wellenlange mit der relativen Auger 
empfindlichkeit fiir Tayeslicht erhalten wird. 


welche 
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Wie man sieht, liegen die DurchlaBgebiete im optimalen Me. 
bereich. Es ist ratsam, beide Filter zur Ausfiihrung der Harnsaur 
bestimmung zu benutzen, weil dadurch eine ausgezeichnete Kontrol|: 
gegeben ist. 


2. Verinderlichkeit der Farbintensitit der Phosphorwolframsiure- 
Harnsadureverbindung. 


Eine weitere Schwierigkeit der Harnsaiurebestimmungsmethodik lie 
in der Veranderlichkeit der zur Messung benutzten Blaufarbung begriinde: 
Wird zu dem Gemisch der harnsaurehaltigen Lésung mit dem Phosph: 
wolframsaurereagens die gesittigte Sodalésung zugegeben, so entsteht di: 
Blaufarbung erst allmahlich. Es dauert einige Zeit, bis das Maximum «: 
Farbintensitat eingetreten ist. Da mit dem Stufenphotometer noch kleinst: 
Veranderungen der Farbintensitét, die mit dem freien Auge nicht me! 
bemerkt werden kénnen, feststellbar sind, so kann man den Eintritt des 
Intensitiitsmaximums sehr genau bestimmen. Die beobachteten Wert: 
sind in den folgenden Tabellen wiedergegeben. 


Tabelle I. 


(Messung mit Filter S 5 


‘ 


-) 





oe Extinktionskoeffizient ae Extinktionskoeffizient 
0 0,41 12 0,47 
2 0,45 i4 0,47 
+ 0,46 16 0,47 
6 0.46 18 0.46 
8 0,47 20 0,45 
10 0,47 22 0,45 





Tabelle Il. 


(Messung mit Filter S 61.) 








84 Extinktionskoeffizient = Extinktionskoeffizient 
0 0,930 18 1,160 
2 1.030 20 1.160 
4 1,080 22 1,160 
6 1,120 24 1,160 
8 1,140 26 1,185 
10 1,159 28 1,160 
12 1,160 30 1,180 
14 1,160 35 1,180 
16 1,160 
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Wie man sieht, wird das Maximum der Farbintensitat zwischen 8 und 
12 Minuten erreicht. Dieser Wert bleibt dann einige Zeit konstant und 
beginnt dann ganz allmahlich abzusinken. In verschiedenen Versuchen 
wurde der Beginn des Absinkens zwischen 20 und 30 Minuten festgestellt 

Daraus ergeben sich fiir die Durchfiihrung der Messungen folgende 
Vorschriften: Nach Zufiigung der Sodalésung zum Harnsaurephosphor- 
wolframsauregemisch muB mindestens zehn Minuten gewartet werden. 
Erst dann kann die photometrische Messung gemacht werden, doch mu 
diese innerhalb 20 Minuten erfolgt sein. 


3. Priifung der Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes. 


Die Priifung der Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes ist fiir alle 
kolorimetrischen wie photometrischen Messungen notwendige Voraus- 
setzung. Im vorliegenden Falle muB diesem Punkt ganz besonderes 
Augenmerk gewidmet werden, da die Breite der DurchlaBgebiete der 
verwendeten Filter zu Abweichungen fiihren kénnte. Wir haben deshalb 
Verdiinnungskurven angelegt und im Gebiet der beiden Filter die 
Lichtextinktion bestimmt. Wiederholte Priifungen ergaben, da® 
tatsachlich bei Verwendung der beiden Filter S61 und S 57 die Ex- 
tinktionskoeffizienten der Konzentration direkt proportional waren. 
Kurven, die als Abszisse die Konzentration, als Ordinate die Extinktions- 
koeffizienten hatten, bilden eine Gerade. Damit ist die Giltigkeit des 

jeerschen Gesetzes bewiesen und es kann jetzt nach der Formel 

¢,; = ¢,.E, E, jede beliebige Konzentration aus ihrem Extinktions- 
koeffizienten berechnet werden, vorausgesetzt, daB von einer bekannten 
Konzentration c, der zugehérige Extinktionskoeffizient £, einmal 
bestimmt worden ist. Zu diesem Zwecke wurde von einer sorgfaltig 
hergestellten Standardlésung die Extinktion fiir 20,3 mm Schichtdicke 
fiir die beiden Filter 861 und 8 57 bestimmt. Da es jedem, der die 
weiter unten angegebene Methodik benutzt, dringend zu empfehlen ist, 
ebenfalls zunachst den Extinktionskoeffizienten fiir die Standardlésung 
zu bestimmen, soll die Herstellung der Standardlésung kurz angegeben 
werden: 

Erforderliche Lésungen: 1. 0,1 g Harnsaure 25 ecm 0,5°, ige Lithium- 
carbonatlésung auf 500 Aqua dest. aufgefiillt. Davon 10 cem auf 109 Aqua 
dest. 

2. Phosphorwolframsaurereagens: 50 g wolframsaures Natrium werden 
mit 40 cem 85°, iger Phosphorsaure (spezifisches Gewicht 1,71) und 350 cem 
Wasser mindestens 2, langstens 24 Stunden lang am _ eingeschliffenen 
RiickfluBSkiihler gekocht und nach Erkalten auf 500 ecm aufgetiillt. 

3. HeiBgesattigte Sodalésung. Zu 20 cem von Lésung | werden | ecm 
Phosphorwolframsaurereagens — 9 ccm heiBgesattigte Sodalésung gegeben, 
davon 5 ccm auf 10 cem mit Aqua dest. im MeBk6'bchen aufgefiillt. 100 cem 
dieser Standardlésung enthalten 0,6666 mg Harnsaure. Nach 10 Minuten 


1 





° 
370 L. Heilmeyer u. W. Krebs: 


wird im Stufenphotometer bei 2 cm Schichtdicke gegen Wasser unter Ver- 
wendung von Filter S 61 und 8 57 photometriert. 


Wie haben die Standardlésung zehnmal hergestellt und jeweils 
photometriert. Dabei wurden folgende Werte erhalten: 


Tabelle IT]. 








Trommelteile am Stupho Trommelteile am Stupho 
Nr. Nr. 

Ss. 61 S. 57 S. 61 S. 57 
1 18,2 29,2 6 18,2 29.0 
2 18,3 29,2 7 18,2 29.3 
3 18,3 29,0 8 18,3 29,3 
4 18,0 29,2 9 18,1 29.4 
5 18,2 29,3 10 18,2 29.4 


Als Mittelwerte wurden daraus fiir Filter S 6] eine Trommelablesung 
von 18,2, fiir Filter 857 von 29,2 errechnet. Das entspricht einem 
Extinktionskoeffizienten von 0,735 fiir S 61 und von 0,53 fiir S 57 bei 
20,3 mm Schichtdicke. Ohne weiteres 1aBt sich daraus auch das Ab- 
sorptionsverhaltnis A, d. i. das Verhaltnis: Konzentration (in Gramm 
pro Kubikzentimeter): Extinktion fiir 10mm Schicht, berechnen. 
Dieses betragt: 


fir Filter S 61: c = 0,000006664: FE — 0,362: A — 0.,0000184: 
fiir Filter S57: c — 0,000006666: FE — 0,261: A 0.000025 5. 


4. Praktische Anwendung fiir die Harnsiurebestimmung im Blutserum. 
Folgendes Vorgehen hat sich uns am besten bewahrt: 
Erforderliche Lésungen: 1. Phosphorwolframsaurereagens s. oben. 


2. Uranylacetatlésung zum EnteiweiBen des Blutserums. 15,5 ¢ 
Uranylacetat auf 1000 Aqua dest. 


3. HeiBgesattigte Sodalésung. Ausfiihrung: 4ccm Serum 4 com 
Uranylacetat + 12 cem H,O filtrieren. 8 cem Filtrat + 0,4 cem Phosphor- 


wolframsaurereagens + 3.6ccem gesattigte Sodalésung. Die blaugefarbte 
Lésung wird nach 10 Minuten im Stufenphotometer unter Verwendung 
von Filter S61 und 8 57 photometriert. Steht der neue Stufenphoto- 
metertyp mit zwei beweglichen Blenden zur Verfiigung, so empfiehlt es 
sich, zur Kontrolle des Nullpunktes die AbsorptionsgefaBe zu vertauschen 
und nochmals abzulesen. Bei einer eventuellen Differenz ist der Mittelwert 
zu nehmen. Aus dem an der Trommelteilung abgelesenen Wert wird aus 
der dem Instrument beigegebenen Kurve der zugehérige Extinktions- 
koeffizient ermittelt. 

Berechnung: Ist EF, der Extinktionskoeffizient der Standardlésung, 
E, der mit demselben Filter bei 20,3 mm Schichtdicke fiir die Serumharn- 
saure gefundene, so ergibt sich der Harnsiuregehalt des Serums nach der 
Forme!l: 


Harnsiuregehalt E,/E,.5mg-%. 
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Fiir 2, ist bei Verwendung des Filters 8 61 ein Wert von 0,735, fiir Filter 857 
ein Wert von 0.53 bei 20.3 mm Schichtdicke einzusetzen. Bei Messung mit 
Filter S 61 gilt also: 

Harnsiure E /0,735 . 5 mg-®,, E . 6,803 mg-°,,. 
Fiir Filter S 57: 

Harnsaure E/0,53 . 5 mg-°,, E . 9,434 mg-°,. 
Die Bestimmungen mit beiden Filtern stimmen bei genauem Arbeiten sehr 
gut tiberein, wie folgende Beispiele auf nachster Seite zeigen. 

Steht nicht geniigend Serum zur Verfiigung, so kann die Bestimmung 
auch mit 2cem Serum durchgefiihrt werden. Es ist dann von allen 
Reagenzien die Halfte zu nehmen. Meist geniigt das Filtrat eben noch zur 
Fillung der 20-mm-AbsorptionsgefaBe. Sollte es nicht mehr ausreichen, 
so kann bei 10mm Schichtdicke photometriert werden. Der erhaltene 
Extinktionskoeffizient ist dann mit 2 zu multiplizieren. 


Tabelle IV. 





Harnsduregehalt Harnsduregehalt 

4 bei Verwendung bei Verwendung 

Nr. von Filter S. 61 von Filter S. 57 
mg-°/ mg-° 
1 2,04 2,08 
2 3,20 3,25 
: 6,20 6,12 
4 6,80 6,79 
5 4,21 4,25 
6 4,21 4,35 
7 3,40 3,50 
8 2,52 2,55 


5. Priifung der Methodik durch Harnsiurezusatz zum Serum. 


Um die Genauigkeit der Methodik zu ermitteln, haben wir Harnsaure- 
zusatze zum Blutserum gemacht, nachdem vorher der Harnsiuregehalt des 
Serums mit der Methode bestimmt worden war. 


Testanalyse 1. 


Harnsauregehalt des Serums 2,79 mg-°,. Zusatz von 0,1] mg Harn- 
siure in 0,5 cem Lésung zu 4cem Serum. Der Harnsauregehalt des Serums 
berechnet sich auf 4,69 mg-°,,. Gefunden 4,62 mg-°,. FehlergréBe 1,4° 

Te stanal yse a 

Harnsaiuregehalt des Serums 3,9 mg-°,. Zusatz von 0,l mg Harn 
saure in 0,5 cem Lésung zu 4cem Serum. Der Harnsauregehalt des Serums 
berechnet sich auf 5,70 mg-°,,. Gefunden 5,92 mg-°,,. FehlergréBe 3.8%. 

Testanalyse 3. 

Harnsauregehalt des Serums 7,35 mg-°,,. Zusatz von 0,1 mg Harn 

siure zu 4cem Serum. Der Harnsauregehalt des Serums berechnet sich 


auf 9,85 mg-°,. Gefunden 9,49 mg-%,. Fehlergrébe 3,5% 
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Wie man sieht, ist die Fehlerbreite etwa von derselben GréGenordnung 
wie bei den besten titrimetrischen Mikromethoden. Es ist bei obigem Vor 
gehen zu beachten, dai dabei eine doppelte Fehlerméglichkeit vorliegt 
da der Harnséuregehalt einmal vor und einmal nach dem Harnséurezusatz 
bestimmt wurde. 

Zusammenfassung. 

Die Grundlagen einer photometrischen Harnsaurebestimmung 
(nach der Methode von Folin) werden durch Aufstellung des quanti- 
tativen Absorptionsspektrums des Harnsdiure-Phosphorwolframsaure- 
Farbstoffes ermittelt. Ferner wird die Veranderlichkeit dieses Farb- 
stoffes beim Stehen photometrisch bestimmt und die Giltigkeit des 
Beerschen Gesetzes fiir diesen Farbstoff bestatigt. An Hand dieser 
Grundlagen wird eine neue Methode der Harnséurebestimmung im 
Blutserum mit dem Zeissschen Stufenphotometer aufgestellt, welche 
den bisherigen kolorimetrischen Methoden durch gréBere Genauigkeit 
sowie durch den Wegfall der Vergleichslésung iiberlegen ist, was eine 


nicht unbetrachtliche Zeitersparnis bedeutet. 
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Uber die Sauerstoffbindungsfahigkeit 
des Pferdeoxyhimoglobins bei wiederholtem Umkristallisieren. 


Von 
Julianna Sziklay. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 9. Mai 1930.) 


Fir den von Hiifner eingefiihrten Quotienten é54; 5 595 1: 
fand er selbst sowie auch Butterfield! am Oxyhimoglobin vom Rinde 


565.8 —555.9 


und Letsche* am Oxyhimoglobin vom Pferde jedesmal den Wert 1,58, 
dem gegeniiber aber Hari* am Pferde 1,605. Als Ursache dieses nicht 
sehr bedeutenden, jedoch konsequenten, daher prinzipiell nicht zu 
vernachlassigenden Unterschiedes wurde von Keve gezeigt, daB die 
erstgenannten Autoren, in der Absicht, reines Oxyhaimoglobin in Handen 
zu haben, ihre Priparate ein- bis mehreremal umkristallisierten, 
Hari jedoch seine Bestimmungen stets an erstmalig kristallisiertem 
Oxyhamoglobin ausgefiihrt hatte. Mit diesem Befunde Haris stimmen 
die von Keve* iiberein, indem er am erstmalig kristallisierten Oxy- 
himoglobin vom Pferde 1,62, an dem vom Rinde 1,61 fand; hingegen 
fand er bei wiederholter Umkristallisation desselben Priparates um so 
geringere Werte, bis herunter zu 1,55, je 6fter er umkristallisiert hatte. 
Da weiterhin die Abnahme des Wertes jenes Quotienten auch dann 
eintritt, wenn man eine Lésung von Oxyhaimoglobin (welcher Kristalli- 
sation immer) stundenlang bei Zimmertemperatur oder tagelang im 
Eisschrank stehen liBt, wobei eine fortschreitende Umwandlung des 
Oxyhamoglobins (vielleicht in Methamoglobin) stattfindet, ist es denk- 
bar, daB die bei der wiederholten Umbkristallisierung auftretende 
Abnahme des Quotienten ebenfalls auf einer zunehmenden Anderung 
des Oxyhimoglobins beruht. Auf dieser Grundlage ist der an der ersten 
Kristallisation erhaltene Wert als der richtige, fiir reines Oxyhimoglobin 
charakteristische anzusehen, um so eher, da die von mancher Seite 


1 E. E. Butterfield, Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 173, 1909. 
2. Letsche, ebendaselbst 76, 243, 1911. 
». Hari, diese Zeitschr. 82, 229, 1917.» 


). Keve. ebendaselbst 201, 439, 1928. 
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angenommene Verunreinigung der ersten Kristallisation sich auf 
Grund der vergleichenden Eisenbestimmungen als unrichtig erwiesen hat : 
der von Keve bestimmte Ejisengehalt der ersten Kristallisation was 
durchaus nicht geringer als der der nachfolgenden und hatte stets den 
Wert von etwa 0,34°,. Wenn auch demnach die Reinheit auch der 
ersten Kristallisation nicht zu bezweifeln war, muBte daran gedacht 
werden, daB die Praparate anlaiBlich der wiederholten Umkristallisation 
irgendeine bloB spektrophotometrisch nachweisbare Veranderung er- 
leiden, die sich eben in der Anderung des Wertes jenes Quotienten 
offenbart. 

Nun mubte es von Interesse sein, zu erfahren, ob hiermit parallel 
auch eine andersartige Anderung im Verhalten des Oxyhamoglobins 
nachzuweisen sei, und da dachte ich in erster Reihe an die Sauerstoff- 
bindungsfahigkeit, die verhiltnismaBig einfach bestimmt werden kann, 
dabei ein recht empfindliches MaB der Intaktheit des Hamoglobin- 
molekiils abgeben kann, indem dieses, sowohl durch einfache Denatu- 
rierung als auch z. B. durch Saure oder Lauge verandert, eine deutliche 
Anderung seiner Sauerstoffkapazitat erleidet. Da in Keves Versuchen, 
aber auch in denen von Hari und allen genannten vorangehenden 
Autoren die Umkristallisation aus verdiinntem Alkohol stattfand, muBte, 
wenn tatsachlich eine Beeintrachtigung der O,-Bindungsfahigkeit bei 
wiederholtem Umkristallisieren erfolgt, an den Alkohol als schadigendes 
Moment gedacht werden, und zwar entweder in dem Sinne, da Alkohol 
bei wiederholter Verwendung irgendwie, z. B. denaturierend, auf das 
Oxyhamoglobin als EiweiB einwirkt, oder aber, daB es Verunreinigungen 
des Alkohols sind, die zwar eine minimale, jedoch kumulierte chemische 
EKinwirkung ausiiben. 


Ausfiihrung der Versuche. 


Oxyhaimoglobin vom Pferde wurde in den Versuchsreihen I bis V nach 
der friither wohl ausschlieBlich gebrauchlichen Methode von Hoppe-Seyler, 
in den Versuchsreihen VI bis LX aber nach der Methode von Willstdtter und 
Pollinger' dargestellt, welch letztere den Vorteil hat, rascher und bequemer 
zu sein. 

Um zu entscheiden, ob die etwa gefundene systematische Abnahme der 
Sauerstoffbindungsfahigkeit der wiederholt umbkristallisierten Praparate, 
wie oben erértert, als reine Alkoholwirkung aufzufassen oder aber chemisch 
nicht indifferenten Verunreinigungen des einfach destillierten Alkohols 
zuzuschreiben sei, wurde bei Hamoglobin I, ITI, VII, VIII zur Kristalli- 
sierung bzw. zum Umbkristallisieren Alkohol verwendet, der aus dem kéaut- 
lichen durch einfache Destillation gewonnen ward, bei Hamoglobin IV, 
VI und IX solcher, der iiber CaO destilliert wurde; Hamoglobin V aber habe 
ich aus derselben Blutmenge, die in zwei Halften verarbeitet wurde, nach 
beiden Methoden dargestellt. 


1 R. Willstdtter und A. Pollinger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 130, 281, 
1923. : 
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Die Reinheit der jeweilig erhaltenen Praparate wurde durch die Be- 
stimmung des Eisengehalts in Parallelanalysen kontrolliert, und zwar an 
jedem Hamoglobin an der ersten Kristallisation, an einzelnen Fallen auch an 
den Umbkristallisationsprodukten. Die Eisenbestimmung wurde nach dem 
von Knecht und Hibbert! vorgeschlagenen, von Jahn? zu einer Mikromethode 
ausgearbeiteten Titanverfahren vorgenommen. Die in Tabelle 1 zusammen- 
gestellten Daten zeigen einerseits, daB die Parallelanalysen miteinander in 
der Regel recht gut iibereinstimmten, andererseits, daB kein Unterschied 
zwischen den verschiedenen Hamoglobinen nachzuweisen war, endlich auch, 
daB die Werte mit den als feststehend angesehenen tibereinstimmten. 


Tabelle I. Ejisengehalt in Prozenten. 





Hamoglobin 1. Kristallisation 2. Kristallisation | 3. Kristallisation 4. Kristallisation 


0,336 | 0,347 | 0,338 | 0,338 ) 


I 0.352 | 0,344 0350 | 0,348 0340 | 0,339 0/338 | 0,338 
1 ne | 0,338 
0,334 | 1 aa- 0,333 |. aa 0,330 | , a9 
III 0337 | 0.335 0.331 | 0,332 0332 | 0,331 
0,882 | » aac 
1\ 0334 | 0,333 
— 0,326 | 1 a0 
’ 0,331 | 9928 
: 0,325 1 4 as 
' 0/335 | 9330 
0,324 | 9 aor 
3 0,327 | 9325 
vi 0,80 | 0,827 
; 0,329 1 1 ag. 0,332 |, a: 
VII 0/323 | 0,322 0,398 | 0,330 
, 0,314 | p 
IX : 0,312 
0.399 | 
* Mit gewohnlichem Alkohol ** Mit iiber CaO destilliertem Alkohol. 


Aus dem bei der jeweiligen Kristallisation erhaltenen Kuchen sollten 
Lésungen von genau bekannter Konzentration hergestellt werden; doch 
konnte dies bei der Unméglichkeit, Oxvyhamoglobin zu trocknen, ohne dab es 
erhebliche Veranderungen, insbesondere auch betreffs seiner optischen 
Eigenschaften erlitte, nicht anders ausgefiihrt werden, als daB dem méglichst 
scharf abgenutschten und mehrmals mit eiskaltem Wasser gewaschenen, 
40 bis 50°, Wasser enthaltenden Kristallkuchen genau gewogene Portionen 
entnommen und diese einerseits zur Bereitung der Lésung in 0,1°,, igem 
Ammoniak, andererseits zur Bestimmung des Trockensubstanzgehalts des 
Kuchens verwendet wurden. Um sicher zu gehen, wurden aus jeder Kristalli- 
sation, soweit es die &uBeren Umstinde gestatteten, zwei Lésungen (in 
Tabelle II mit a und b bezeichnet) bereitet und in jeder derselben mindestens 
zwei Parallelbestimmungen ausgefiihrt. Die Konzentration der verwendeten 
Lésungen betrug etwa 7 bis 12°. 

Die Sauerstoffbindungsfahigkeit der mit Luft bei Zimmertemperatur 
gut durchschiittelten Lésungen, der zu diesem Behufe stets 3 cem entnommen 


1 K. Knecht und E. Hibbert, Berl. Ber. 36, 1903. 
2 F. Jahn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 75, 308, 1911. 
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Tabelle 


Pro 1g Himoglobin gebundener Sauerstoff, normal-cem. 
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vurden, habe ich im Barcrojtschen Differentialapparat bestimmt, der 
orangehend sowohl nach der von Barcroft und Higgins! angegebenen 
physikalischen“, als auch nach der Barcroft- und Burnschen? ,,chemischen“ 
Methode kalibriert wurde. Im ersteren Falle wird V Fassungsraum der 
Birne und des anschlieBenden Kapillarrohres in Kubikmillimeter und 
| = Querschnitt dieser Kapillare in Quadratmillimeter ermittelt ; das gesuchte 
Volumen + des durch das Ferricyankalium entbundenen Sauerstoffs 
erhalt man in Kubikmillimeter aus: 


v= h P +A), (I) 


wo hk die Niveaudifferenz der Nelkenélsaulen in den zwei Schenkeln des 
\pparates in Millimeter, P aber den herrschenden Luftdruck in Millimeter 
Nelkenél bedeutet. Nach der sogenannten chemischen Methode wird ein 
abgemessenes Volumen einer H,O,-Lésung von bekannter Konzentration in 
den Apparat eingebracht, das genau berechenbare Sauerstoffvolumen v 
durch Kaliumpermanganat in Freiheit gesetzt und die entstandene Niveau- 
differenz h abgelesen. Da h dem Sauerstoffvolumen + proportional ist, 
folgt, daB: 

e == Ki, (II) 


wo K einen Proportionalitatsfaktor bedeutet, dessen Wert durch obigen 
H,O,-Versuch ein fiir allemal ermittelt werden kann. Nun wiirde aber aus 
Gleichung T und IT auch folgen, daB: 


-A) = K, (IT) 


was jedoch aus dem Grunde nicht richtig sein kann, da ja der Luftdruck 
variabel ist. Und wenn auch von Miinzer und Neumann® betont wird, 
daB durch Unterschiede im Luftdruck innerhalb eines Bereiches von 
10mm Hg der Wert des in Klammern befindlichen Ausdruckes nicht in 
nennenswerter Weise beeinfluBt wird, erhielt ich doch fiir diesen stets einen 
um etwa 3 bis 4°, niedrigeren Wert als fiir K aus den H,O,-Versuchen. 
(Auch Barcroft und Burn fanden einen ahnlichen, wenn auch nur 2 bis 
21, betragenden Unterschied.) Hingegen lieferte mir die von Miinzer und 
Neumann modifizierte Hoffmannsche* Methode der physikalischen Kali- 
brierung Werte, die mit denen der chemischen Kalibrierung auf etwa 
1°, iibereinstimmten, daher jene der Berechnung aller meiner Versuche 
zugrunde gelegt wurden. 

Zu bemerken ist noch, daB mir zwei Differentialapparate zur Verfiigung 
standen; Parallelanalysen wurden prinzipiell in verschiedenen Apparaten 





ausgetiihrt. 
Die Versuchsergebnisse. 

Um kurz zu wiederholen, sollte durch meine Versuche folgendes 
entschieden werden: Wird mit wiederholter Umkristallisierung aus 
verdiinntem Alkohol die Sauerstoffbindungsfahigkeit des Hamoglobins 

1 J. Barcroft und H. L. Higgins, Journ. of Physiol. 42, 512, 1912. 

2 J. Barcroft und Burn, Journ. of Physiol. 45, 492, 1913. 

E. Miinzer und W. Neumann, diese Zeitschr. 81, 319, 1917. 
Hoffmann, Journ. of Physiol. 47, 272, 1913— 1914. 
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beeintrachtigt? Wenn ja: hangt diese Beeinflussung von der Art des 
verwendeten Alkohols ab? 

Aus den in Tabelle II zusammengestellten Daten hat es zunachst 
den Anschein, daB beide Fragen bejaht werden miiBten, da an Himo- 
globinI und III eine deutliche Abnahme der Sauerstoffbindungs- 
fahigkeit bei wiederholter Umkristallisierung stattfand, hingegen nicht 
in den Versuchsreihen mit iiber CaO destilliertem Alkohol. Uberblickt 
man jedoch alle nach dem Datum geordneten Versuchsreihen, die ja 
iiberdies je nach der Art des verwendeten Alkohols in eine obere und in 
eine untere Horizontalreihe gruppiert sind, so muB es sofort auffallen, 
daB es von allen bloB die beiden zuallererst untersuchten Hamoglobin- 
praparate waren, die die Abnahme aufwiesen, wahrend an allen spater 
untersuchten Hamoglobinen, ob sie mit einfach oder mit iiber CaO 
destilliertem Alkohol kristallisiert wurden, dies nie mehr vorkam 
(natirlich abgesehen von gewissen kleinen Unterschieden, die von den 
unvermeidlichen Versuchsfehlern herriihren). Die Ursache dieser 
Erscheinung ist aber recht klar. Umkristallisieren, Abwagen der friiher 
erwahnten Portionen zur Herstellung der Lésungen und zur Bestimmung 
der Trockensubstanz und endlich die Bestimmung der Sauerstoff- 
bindungsfahigkeit erheischen viel Umsicht und Arbeit, und es ist nur 
allzu begreiflich, daB bei den vielartig nétigen Manipulationen anfangs 
nicht geniigend Sorge dafiir getragen und die Arbeitseinteilung nicht so 
getroffen werden konnte, daBb die Lésungen unmittelbar nach ihrer 
Bereitung im Barcroftschen Apparate untersucht werden. Da war es 
dann selbstverstandlich, daB Hamoglobin I und III, ebenso auch I], 
zur Zeit der Untersuchung ihrer Sauerstoffbindungsfaihigkeit bereits 
Schaden erlitten haben. Spater jedoch, als die Versuche mit dem iiber 
CaO destillierten Alkohol begannen, hatte ich bereits geniigend Ubung 
erlangt, um alle Manipulationen so einzuteilen, daB die Bestimmung der 
Sauerstoffbindungsfihigkeit des gelésten Hamoglobins sofort nach 
Herstellung der Lésung in Angriff genommen werden konnte. Eine 
Abnahme konnte dann bei wiederholter Umkristallisation nicht mehr 
beobachtet werden, welcher Art immer der verwendete Alkohol war. 
(Ob bei einer vierten Kristallisation eine Abnahme der Sauerstoff- 
bindungsfahigkeit auch bei Verwendung iiber CaO destillierten Alkohols 
eintritt, geht aus meinen Versuchen nicht hervor, da eine vierte Kristalli- 
sation nur an Hamoglobin I, VII und VIII gelungen war, in denen 
gewohnlicher destillierter Alkohol zur Verwendung kam.) 

Die Ergebnisse dieser Versuche, die auf Anregung und unter Leitung 
des Herrn Professor Paul Hari ausgefiihrt wurden, hatten ergeben, 
daB die Sauerstoffhindungsfahigkeit des Pferdehimoglobins auch durch 
wiederholtes Umkristallisieren aus verdiinntem Alkohol keine Abnahme 


erfahrt. 
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Zur quantitativen Bestimmung 


kleiner Quecksilbermengen in organischen Substanzen. 


Von 
Knud 0. Moller. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die quantitative Bestimmung kleiner Quecksilbermengen in 
Organen, Kot und verschiedenen Koérperfliissigkeiten liegt eine auber- 
ordentlich groBe Zahl von Arbeiten vor!; dabei wird die Zerstérung der 
organischen Substanzen in der Mehrzahl derselben nur sehr wenig 
beriicksichtigt Zwar diskutieren einige Autoren gelegentlich die 
Méglichkeit von Verlusten bei der Destruktion, wie sie durch die 
Fliichtigkeit der Quecksilbersalze bedingt sein kénnten. Die meisten 
gelangen indessen zu der SchluBfolgerung, daB die hohe Saurekonzen- 
tration bei der Analyse eine Verdampfung von Quecksilber waihrend des 
Veraschungsprozesses verhindert. 

Durch zahlreiche Analysen an organischen Substanzen mit be- 
kanntem Quecksilbergehalt, bei denen ich mich verschiedener Ver- 
aschungsverfahren bediente, gelangte ich zu der Einsicht, daB‘die von 
den meisten Verfassern benutzten Veraschungsmethoden eine grobe 
Gefahr von Quecksilberverlusten in sich schlieBen. Mit voller Deutlich- 
keit geht dieser Umstand auch aus Arbeiten von Verdino® und Elliot 
hervor. 

So kommt Verdino, der die Zerstérung von organischen Substanzen 
durch H,SO, + HNO, untersuchte, zu dem Resultat, da8 ein richtiger 
Quecksilberwert nur dann gefunden werden kann, wenn nicht gleichzeitig 
gr6Bere Halogenmengen zugegen sind. Aber in Organen, Fazes und ahn- 


lichem Material kommen Halogenverbindungen ja immer in erheblicher 
' Literatur siehe bei Svend Lomholt, in Handbuch der Haut- und 
CGeschlechtskrankheiten, herausgegeben von Jadassohn. Berlin 1928. Bd. 18. 
* August Verdino, Mikrochemie 6, 5, 4928. 
3 Joseph A. Elliot, Journ. of Amer. Med. Assoc. 6S, 1693, 1917. 
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Menge vor. Elliot hat die Fliichtigkeit des Quecksilbers sogar zur Grundlag: 
eines qualitativen Nachweisverfahrens fiir Hg in Blut und Organen gemacht 
Die organische Substanz wird in einem Kolben mit konzentrierter H,SO, 
iibergossen und zum Sieden gebracht. Die Dampfe werden mittels Kiihlroh: 
kondensiert und in einer Vorlage gesammelt. Die Erhitzung wird fortgesetzt 
bis sich weiBbe Schwetelséurediampte bilden, at which time all of the 
mercury has been volatized and is collected in the bulbtube“. Das Queci 
silber wird dann im Destillat bestimmt. 


Die feuchte Veraschung von Organen und Fizes. 


Zuerst wurde die Veraschungsmethode nach Fresenius-Babo in einige 
Analysen benutzt: 

Etwa 100g Fazes mit einem Hg-Gehalt von 1.7 mg! wurden mit 
HCl K CIO, destruiert. Mit der weiter unten erwahnten elektrolytischen 
Hg-Bestimmungsmethode wurden Quecksilberverluste von 0,1 bis zu 
0,45 mg Hg gefunden. 

Zahlreiche Analysen wurden mit der von Lomholt und Christiansen 
fiir die Zerst6rung organischer Substanzen angegebenen Methode ausgefiihrt 

Etwa 200g Kalbsleber oder Kalbslunge wurden mit etwa 100 ccm 
rauchender HNO, gekocht. Die Fettséuren wurden nach Abkiihlung 
abfiltriert und das Filtrat weiter mit K MnO, behandelt. Das zeitraubende 
Veraschungsvertahren erwies sich tiberdies als unvollstandig. Die Verluste 
schwankten zwischen VU und 50°, der zugesetzten Quecksilbermengen. 
Diese betrugen 0,3 bis 1,7 mg. 

In einer weiteren Reihe von Analysen wurde die Destruktion mittels 
konzentrierter Schwefelséure und rauchender Salpetersiure ausgefiihrt: 

Fiir 100 g Organ wurden 15 cem H,SO, benutzt. Die Kolben wurden 
stark erhitzt, um die eventuelle Fliichtigkeit der gelésten Hg-Salze deutlich 
hervortreten zu lassen. Obwohl hierbei Verluste durch ein Verspritzen 
ausgeschlossen waren, und auch eine Salzkrustenbildung im Kolben wahrend 
des Mineralisierungsvorganges nicht zur Beobachtung gelangte, erwies sich 
nichtsdestoweniger, daB bei einer krdaftigen Veraschung mit H,SO, und 
HNO, in gewéhnlichen Rundkolben auferordentlich hohe Quecksilberverlust 
eintreten kénnen. Zur Erlauterung dieser Verhaltnisse sei folgendes Versuchs 
ergebnis hier wiedergegeben : 

Versuch 1: 200 g¢ Leber — 3,33 mg Hg. 

CGefunden: 0,12 mg Hg. 
Verlust : 3.21 mg Hg. 
Versuch 2: 200 ¢ Leber + 3,33 mg Hg. 
Gefunden: 0,35 mg Hg. 
Verlust: 2,98 mg Hg. 

In diesen Kontrollanalysen war das Quecksilber als Hg(Cl, zugesetzt 
worden; es erschien somit denkbar, daB die groBen, hierbei aufgetretenen 
Verluste diesem Umstand zugeschrieben werden miiBten. Um diese Még- 
lichkeit ausschlieBen zu kénnen, wurden folgenden Versuche angestellt : 

Zwei Ratten von je 254 g Gewicht wurde intravenés pro Tier 0,70 ccm 
einer etwa 1°, igen Salyrganlésung injiziert. Von derselben Salyrganlésung 


' Das Quecksilber wurde in allen Analysen als HgCl, zugesetzt. 
2 Svend Lomholt und I, A. Christiansen, Biochem. Zeitschr. 55, 216, 
1913. 5 
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wurden mit derselben Spritze je 0,70 cem in mehrere Kolben abgemessen unc 
der Quecksilbergehalt bestimmt. Als Durchschnittswert fiir mehrere Analysen 
ergab sich fiir die 0,70 cem Salyrganlésung ein Hg-Gehalt von 2,38 mg 
Unmittelbar nach der Injektion wurden die Tiere mit Chloroform getétet und 
darauf in toto in einen Zweiliterkolben gebracht. Nach der Veraschung mit 
H,SO, + HNO, wurden hierauf folgende Quecksilbermengen analytisch 
wiedergefunden : 


Ratte Nr. 1: 0,061 mg Hg. 
Ratte Nr. 2: 0,096 mg Hg. 


In diesen Analysen war somit praktisch alles Quecksilber verschwunden ; 
die groBen, hier zu veraschenden Substanzmengen (254 g pro Tier) muBten 
den Zerst6rungsvorgang besonders langwierig gestalten. 

Zu Quecksilberanalysen benutzt, erweisen sich auch die anderen 
Destruktionsverfahren als verlustreich. Diesbeziiglich bemerkt in seiner 
Chimie toxicologique‘ auch Ogier': ,,A exception de la calcination qui 
ferait disparaitre en totalité les sels mercuriels, tous les procédés de de 
struction sont utilisables. Mais ils exposent tous a des pertes trés fortes.“ 

Das einzig mégliche Verfahren scheint demnach die Zerstérung mit 
H,SO, + HNO, unter gleichzeitiger Riickkondensierung des verfliichtigten 
Quecksilbers zu sein. Ein solches Verfahren hat Hiisgen? angegeben. Er 
beniitzt einen ziemlich komplizierten Veraschungsapparat, in welchem die 
Sauredimpfe mitsamt dem verfliichtigten Quecksilber durch einen Riickflub- 
kiihler kondensiert werden. Die kondensierte, das geléste Quecksilber ent 
haltende Saure flieBt kontinuierlich in den Veraschungskolben zuriick. 


Zu meinen Quecksilberanalysen habe ich mich des abgebildeten 
Apparates bedient. Das dabei eingeschlagene Verfahren wird weiter 
unten zu besprechen sein. 


Abb. 1 
Der Veraschungskolben ist aus Pyrexglas dickwandig hergestellt. 
Als Kihlvorrichtung dient das winklig gebogene Rohr mit 10 mm 


' I. Ogier, Traité de Chimie toxicologique. Paris 1924. Bd. 1, S. 654. 
* Hans Hiisgen, diese Zeitschr. 112, 1, 1920. 
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auBerem Durchmesser, dessen absteigender Schenkel mit einer groBen 
etwa 200)cem fassenden Erweiterung versehen ist. Das Kihlrohr is: 
mittels Schliffs in den Kolben eingesetzt; ein Erlenmeyerkolben fii: 
200 ccm dient als Vorlage. Um die Kondensierung, die zum gréBte: 
Teil in der Erweiterung stattfindet, quantitativ zu machen, wird auBber 
dem der Vorlagekolben von Kiihlwasser dauernd umstr6émt: in ih 
taucht das Ende des Kiihlrohres ein, dessen Offnung somit wahrend de- 
Zerst6rungsprozesses von dem kalten Destillat abgeschlossen wird 
In die Beschreibung der Veraschung selbst sowie des weiteren Analyse- 
verfahrens soll nunmehr kurz eingegangen werden: 

Das Organ wird mit 15 cem konzentrierter H, SO, pro 100 g Substanz 
in den Kolben gebracht und das Kiihlrohr aufgesetzt. Der Kolben wird 
auf einem Baboluftbad erhitzt, wobei zuerst das Wasser abdestilliert 
Sobald sich die ersten, weiBen Schwefelsiuredimpfe zeigen, wird dix 
Erwarmung unterbrochen und das abdestillierte Wasser fiir sich in 
einem gewohnlichen Rundkolben mit KMn0O,-- H,SO, wie Harn 
(siehe unten) verascht. (Das so behandelte Organwasser wird spater mit 
der mineralisierten Lésung des Organs vereinigt und auf Hg analysiert 

Nach Abdestillation des Wassers ist die Substanz in eine schwarze. 
breiige Fliissigkeit verwandelt. Hierzu wird nunmehr tropfenweise 
rauchende Salpetersiure zugesetzt. Da die Reaktion, welche hierbei 
erfolgt, sehr heftig vor sich geht, darf der Kolben nicht mehr erhitzt 
werden. Der ZufluBhahn wird so eingestellt, daB die Salpetersaure ganz 
langsam, aber gleichmaBig einlauft. 

Nach Ablauf dieser ersten heftigen Reaktion wird noch eine Portion 
HN O, zugesetzt und der Kolben weiter erhitzt. Die Heizung wird dabei 
so eingestellt, daB auch die letzten Spuren von Sauredimpfen mit 
Sicherheit in dem untersten, in das kalte Destillat tauchenden Ende des 
Kiihlrohres kondensiert werden. Dabei laBt sich leicht erreichen, 
daB trotz lebhaften Siedens keinerlei Dampfblasen durch die Flissigkeit 
in der Vorlage entweichen. Wahrend der ersten, heftigen Reaktion 
bilden sich zwar in Mengen braunrote Dampfe, die nicht kondensiert 
werden; indessen hat sich gezeigt, daB hierbei Quecksilberverluste 
nicht entstehen. 

Nach erfolgter Uberdestillation der Salpetersaure treten die weiBen 
Dampfe der Schwefelsiure in Erscheinung. In diesem Zeitpunkt wird 
die abdestillierte Saure in den Kolben zuriickgegossen, noch ein kleines 
Quantum frischer Séure (etwa 10 ccm) zugefiigt und die Veraschung 
weiter fortgesetzt. Das erste Destillat ist in der Regel dunkel und enthalt 
kleine Mengen von Fettsauren: das zweite oder dritte Destillat erscheint 
klar und gelb. Die Mineralisierung dauert einigermaBen lang, da sie 
fortgesetzt werden muB, bis der Kolbeninhalt nur mehr schwach gelb 
gefarbt erscheint. 
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Bei groBen Organmengen, d. i. mehr als 150 g, kommt ein Zeitpunkt, 
in dem das Destillat nahezu farblos geworden ist. Wird dieses farblose 
Destillat wieder in den Kolben zuriickgegossen, so erfolgt die weitere 
Veraschung fortab sehr langsam. Ein solches Destillat soll daher nicht 
mehr zur Veraschung benutzt werden; es wird vielmehr nach Zusatz von 
etwas Wasser mit einigen Gramm KMnO, kurz gekocht, um eine 
vollstandige Mineralisierung zu gewahrleisten. (Diese Fliissigkeit wird 
spater, nach Neutralisierung der Salpetersiure, mit der bereits ver- 
aschten Lésung des Organs vereinigt.) Die weitere Veraschung des 
restlichen Kolbeninhalts wird dann mit frischer, rauchender Salpetersdure 
fortgesetzt. 

Nach beendeter Zerstérung, wenn der Kolbeninhalt nur mehr 
schwach gelb gefarbt ist, wird das Destillat aus der Vorlage in den 
Veraschungskolben iibergefiihrt; Vorlage und Kihlrohr werden mit 
etwas Wasser nachgespiilt und das Spiilwasser in den groBen Kolben 
gegossen, in dem es — ohne Kiihlrohr — kurz aufgekocht wird, durch 
welche MaBnahme eine Vertreibung der Nitrosylverbindungen aus der 
Fliissigkeit erreicht wird. Fiir die weitere Analyse ist nunmehr die 
Salpetersiure mit Ammoniak zu neutralisieren. Um hierbei aber nicht 
eine alkalische Reaktion und damit eventuell eine Ausfallung kolloidalen 
Quecksilbers hervorzurufen, wird Bromphenolblau als Indikator benutzt : 
Ammoniakwasser wird vorsichtig zugesetzt, bis eine Spur von Blau- 
farbung auftritt; das py der Fliissigkeit liegt dann bei etwa 4,0. Nach 
der Neutralisierung wird die Analyse in saurem Milieu vorgenommen, 
indem das zuerst abdestillierte und destruierte Organwasser, in welchem 
Schwefelsiure enthalten ist, nunmehr zugefiigt wird. 

Wie oben erwahnt, wird bei Veraschung groBer Organmengen die 
abdestillierte Salpetersiure (wenn diese farblos ist) nicht weiter zur 
Veraschung benutzt, sondern mit etwas Wasser und KMnQ, kurz 
gekocht. Die klare Fliissigkeit, die H NO, enthalt, wird mit Ammoniak 
neutralisiert und dann zu der schon mineralisierten, schwefelsauren 
Lésung des Organs gefiigt. 

Die Analyse ist jetzt soweit gediehen, daB die Fallung mit Schwefel- 
wasserstoff vorgenommen und anschlieBend die Hg-Bestimmung nach 
der unten erwahnten Methode durchgefiihrt werden kann. 

Die Fliichtigkeit des Quecksilbers wurde im folgenden Versuch 
einer naheren Untersuchung unterzogen: 

In den Veraschungskolben wurde 200 g Pferdelunge zusammen mit 
5,02 mg Hg gebracht. Veraschung des Kolbeninhalts in obenerwahnter 
Weise. Nachdem die erste, heftige Reaktion abgelaufen war, wurde die 
Zerst6rung unterbrochen und das abdestillierte Wasser und Salpetersiure 
analysiert. Im ganzen fanden sich hierbei im Destillat 1,26 mg Hg. 
Von dem im Kolben urspriinglich enthaltenen Quecksilber sind somit . 
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rund 25' 
starken RiickfluBkihlung, wie sie in dem Apparat stattfindet. 
In untenstehender Tabelle sind einige Kontrollanalysen angefiihrt 


» mit den Sauredimpfen tberdestilliert und das trotz de: 


Bei Quecksilbermengen von iiber 0,5 mg wird ein mittlerer Fehler vor 
etwa 5°, im allgemeinen nicht tiberschritten. 


Tabelle I. 





Analysierte Menge mg Hg mg Hg 
zugesetzt gefunden 
175g@ Muskulatur. ... 1,67 1,64 
175 ¢ me ae 1,67 1,67 
130 g Baty, 5% 0,84 0,80 
Wie Fazes...... 2,01 1,89 
75 g = a Re me 1,01 1,1 


Veraschung von Harn. 


Zur Veraschung von Harn wurde nach der Methode von Lomholt und 
Christiansen verfahren: 


Der Harn wird in_ einem’ gewodhnlichen Rundkolben mit 
H,SO, + KMnO, gekocht (fiir je 100cem Harn etwa 3g KMnO, und 
10cem konzentrierter H,SO,). Die Schwefelsiure wird in Portionen 
zugetiigt und die Analysenfliissigkeit danach noch etwa zwei Stunden lang 
schwach siedend erhalten. Der gebildete Bodensatz von MnO, wird durcl: 
vorsichtigen Zusatz von etwas fester Oxalsaure gelést. Die Fliissigkeit ist 
jetzt farblos und klar. Nach Abkiihlung wird H,S zugeleitet. 

Bei Kontrollanalysen wurden bei Verwendung von 500 cem Harn mit 
dieser Methode gute Ergebnisse gewonnen. Die Fehler waren nicht gréBer 
als diejenigen, die man auf dem Wege elektrolytischer Quecksilberbestim- 
mung in anorganischen Lésungen von Hg bekommt. Eine RiickfluSkiihlung, 
wie Booth, Schreiber und Zwick! sie bei dieser Methode anwandten, habe ich 
nicht fiir nétig befunden. 


Die elektrolytische Queeksilberbestimmunge. 


Die hierher gehérigen Bestimmungen sind nach der Methode von 
Lomholt und Christiansen? mit geringfiigigen Abweichungen aus- 
gefiihrt worden. 


Bei Quecksilbermengen unter | bis 2 mg ist der Sulfidniederschlag 
schwierig zu filtrieren. In diesem Falle werden daher zweckmaBig 5 cem 
einer 1°, igen Lésung von CuSO, 5H,O pro ein Liter Fliissigkeit zu- 
gesetzt. 

Das Sulfid wird auf einem kleinen mit Asbest beschickten Filtrierrohr® 
abfiltriert und gewaschen. Das Auslaufrohr des Trichters wird zuerst mit 


! Booth, Schreiber und Zwick, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 1815, 1926. 

2 Lomholt und Christiansen, a. a. O. zitiert. 

3 Das Filtrierrohr hat einen inneren Durchmesser von etwa 20 mm und 
ist nach unten in einer Kapillare ausgezogen. 
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einem Vakuumgummischlauch versehen, der durch einen Quetschhahn 
verschlossen ist. Ein kleiner Glasstab, in die freibleibende Offnung des 
Schlauches eingesetzt, verhindert das Eindringen von Glycerin aus dem Bade. 
Nunmehr wird Kd6nigswasser, und zwar genau 2 cem_ 65%, iger 
HNO, + 1 cem 2,5°, iger HCl im Filterrohr einpipettiert. Das Filter wird 
darauf im Glycerinbad auf 100° © erhitzt, um alles Sulfid zur Lésung zu 
bringen, wahrend gleichzeitig ein Probeglas, mit kaltem Wasser gefiillt, 
die obere Offnung des Filters als RiickfluBkiihler verschlieBt. 

Die Lésung wird zuletzt mit Wasser in das ElektrolysengefiB einge- 
bracht und auf 25 cem Volumen aufgefiillt. Als Kathode dient eine Gold- 
elektrode von 15 mal 20 mm, als Anode eine Platinelektrode gleicher GréBe. 
\ls Stromquelle dient eine Akkumulatorenbatterie, die iiber einen Wider 
stand als Potentiometer kurzgeschlossen wird, so daB eine ganz genaue und 
konstante Spannung abgegriffen werden kann; sie muB zwischen 1,10 und 
1,15 Volt liegen. Wahrend der Elektrolyse, die etwa 24 Stunden dauert, 
ist durch Luftdurchleitung fiir gleichmaBiges Umriihren zu sorgen. 

Nach Beendigung der Elektrolyse werden die Elektroden ohne Unter- 
brechung des Stromes abgespiilt, alsdann im CaCl,-Vakuumexsikkator eine 
halbe Stunde lang getrocknet und schlieBlich auf einer Auhlmannschen 
Mikrowaage mit 0,001 mg Genauigkeit gewogen. Nach fiinf Minuten langem 
Glihen im Wasserstoffstrom (schwache Rotglut) wird wieder gewogen. 

Bei Quecksilbermengen bis zu 4 mg findet sich alles Quecksilber sehr 
fest an die Elektroden gebunden und kann in diesem Falle nicht abgespiilt 
werden. Bei Mengen iiber 4 bis zu 6 mg geschieht es ab und zu, bei Mengen 
iiber 6 mg ganz konstant, daB ein Teil des Quecksilbers nur locker an die 
Elektroden gebunden ist, so daB es bei der Spiilung derselben mit ab- 
gewaschen wird. Ein hierdurch etwa méglicher Fehler kann indessen ver- 
mieden werden, wenn man es sich zur Gewohnheit macht, sorgfaltig daraut 
zu achten, ob beim Spiilen der Elektroden, sofern sie mit reichlichen Queck- 
silbermengen beladen sind, ein feines, graues Pulver losgespiilt wird. Selbst 
abgespiilte Mengen von nur einigen Hundertstel Milligramm sind hierbei noch 
deutlich wahrnehmbar. Wird tatsachlich, wie beschrieben, etwas Queck- 
silber von den Elektroden abgespiilt, so wird der Inhalt des Elektrolysen- 
gefaBes mitsamt dem abgespiilten Quecksilber mit etwas K6nigswasser 
behandelt und in der oben erwahnten Weise mit H,S gefallt, das Metall 
elektrolytisch abgeschieden und gewogen. Bei Quecksilbermengen von 
25mg Hg an der Elektrode kann bis zu 1 mg Hg abgespiilt werden. 

Die elektrolytische Spannung muB genau auf 1,10 bis 1,15 Volt gehalten 
werden. Bei héheren Spannungen bekommt man eine elektrolytische 
Abscheidung von Cu, bei niedrigeren Spannungen wird nicht alles Queck- 
silber niedergeschlagen; siehe Tabelle II. 


Tabelle II. 





Spannung mg Hg mg Cu mg Hg mg Cu 
Volt berechnet berechnet } gefunden gefunden 
1,42 2,50 0 2,46 — 
1,20 1,67 0 1,62 
0,99 1 ,67 0 1,66 
0,99 0 12,70 0 
1.20 0 12.70 — 0,013 


1,30 0 12,70 11,65 
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Bei einer Spannung von 1,30 Volt! wird das Kupfer beinahe quanti 
tativ abgeschieden. Wenn Lomholt und Christiansen® eine Elektrolyser 
spannung von 1,40 Volt fiir die Quecksilberfallung angeben, so muB hierhe 
ein Fehler vorliegen. Auch mit Elektroden genau derselben Dimensione: 
wie sie von den genannten Verfassern benutzt worden waren, habe ich unte1 
einer Spannung von 1,4 Volt eine nahezu quantitative Ausfaillung vor 
Kupfer erhalten. 

Hinsichtlich der Genauigkeit der Resultate besteht die Vorbedingung. 
mit absolut sauberen Elektroden zu arbeiten. Sie werden am besten mit 
allerfeinstem Schmirgelpapier poliert und nachfolgend mit heiBer Bichromat 
Schwetelsaure gereinigt. 

Die besprochene Methode hat gute Resultate ergeben. Bei ana- 
lytischen Mengen von tiber 1 mg liegt der Fehler unterhalb 2 bis 4 
bei Mengen unter 1 mg nicht iiber 0,02 bis 0,04 mg Hg. 


Zusammenfassung. 

1. Bei analytischen Quecksilberbestimmungen in Organen und 
Fazes bedingt die Anwendung der tiblichen Saureveraschung im offenen 
Rundkolben eine erhebliche Gefahr gr6Berer oder kleinerer Verluste, 
die auf der Flichtigkeit der Quecksilberverbindungen beruhen. 

2. Die Quecksilberverluste ké6nnen vermieden werden, wenn man 
die Saiuredimpfe und das mit ihnen verfliichtigte Quecksilber durch 
eine Kihlvorrichtung kondensiert. 

3. Es wird eine Methode beschrieben, die diese Anforderungen erfillt 


1 Die Genauigkeit des benutzten Voltmeters ist auf 0,01 Volt kontrol- 
liert. 
=> a.a. O. 








Al 


Be 
ge 
aus 
det 


ein 


gel 


od 


Ke 


des 


des 


Sal 








ib- 





Uber die Entwicklung 
der Keimlinge aus mit Nitratlébsungen behandelten Samen. 


Von 
B. N. Axentjeff. 


Aus dem Botanischen Laboratorium des wissenschatftlichen Forschungs- 


instituts zu Odessa.) 


( Ringe gangen am 12. Mai 19 i”. } 


Aus meiner Arbeit ,, ber den EinfluB einiger Salze auf dié Keimung 
der Samen von Amaranthus retroflexus L.“* (1) geht hervor, da’ in 
Lésungen gewisser salpetersaurer Salze eingeweichte Samen von 
A. retroflexus 1. sich widerstandsfahiger gegen die giftige Wirkung von 
Ather und Carbolsaure erweisen, 2. héhere Keimprozente ergeben und 
3. weniger Wasser enthalten als in Wasser eingeweichte. 

Aus 1 und 2 folgt, daB durch Behandlung der Samen mit Nitraten 
die physiologischen Keimungsprozesse aktiviert werden. 

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, aufzuklaren, ob diese 
Behandlung auch auf die Entwicklung der aus in Nitratlésungen ein- 
geweichten Samen gesprossenen Keimlinge eine stimulierende Wirkung 
ausiiben wird. Theoretisch ist ja eine solche Einwirkung durchaus 
denkbar (2). 

Samen von A. retroflexus, Ernte 1927, wurden in Na N O,-Lésungen 
eingeweicht und auf Wasser in kleinen Kristallisatoren zur Keimung 
gebracht. Sodann wurde ermittelt, inwieweit diese Behandlung das 
Wachstum der Stengel und Wiirzelchen beeinfluBt. 

In einer anderen Versuchsserie kamen die Keimlinge in Blumentépfe 
oder in GefaBe mit Gartenerde, um das Wachstum der Stengel dieser 
Keimlinge zu beobachten. 


Versuch 1. 

Samen von A. retroflexus wurden in 0,2 mol. NaNO,-Losung und in 
destilliertem Wasser bei 19 bis 20°C 51 Stunden lang eingeweicht, mit 
destilliertem Wasser gespiilt und auf einer diinnen Wasserschicht (die 
Samen sinken nicht unter und bleiben wahrend der ganzen Keimungszeit an 
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der Oberfliche!) in Dunkelheit bei derselben Temperatur zum Keime: 
aufgestellt. Es ergaben sich vier Tage nach der Aussaat folgende Keim 
prozente: 





51 stiindiges Einweichen in Mim t 
0,2mol. NaNO,. .. . 73,4 + 2,02 3 93 
destilliertem HzO... 64.0 + 2,14 oe 
a , a ee a 
In der letzten Spalte der Tabelle ist ¢ ==: Somit hat NaNO 
|) m? m2 
1 2 


eine stimulierende Wirkung ausgeiibt (¢ > 3). 

Zur Klarung des Umstands, inwieweit die Mittelwerte zuverlassig sind, 
wurde die Differenzmethode angewandt (4). Die Messungen geschahen nach 
massenhaftem Aufkeimen der Samen. Dabei wurden vor der ersten Messung 
simtliche nicht gekeimte Samen entfernt, um das Sprossen von neuen 


Keimlingen zu vermeiden, deren verspatete Entwicklung die Mittelwerte 


negativ beeinflussen konnte, was natiirlich zu irrtiimlichen Folgerungen 
gefiihrt hatte. 
Versuch 2. 

Die Samen wurden in 2 mol. NaNO,-Lésung und in destilliertem 
Wasser innerhalb 24% Stunden im Dunkeln bei 20°C eingeweicht, mit 
Wasser gewaschen und dann auf destilliertem Wasser zum Keimen gebracht 
In bestimmten Zeitabstanden geschah die Messung der Keimwurzeln, 
die sich im Verlaufe des Versuchs in Wasser befanden, das taglich gewechselt 
wurde. In der nachstehenden Tabelle werden, ebenso wie in den anderen 
folgenden, die Mengen der gemessenen Keimlinge in Klammern angefiihrt. 





Durchschnittsausmabe der Wiirzelchen in mm nach 
Einweichung der Samen in — 
73,5 Std. 97,5 Std. 120.5 Std 146.5 Std 


dest. H,O (»,). . . . | 8,78 (106) 14,40 (96) | 17,00 (90) 17,56 (61) 
2mol. NaNOs (x). . 3,02 (58) 88390) 14,60 (80) 20,20 (62) 


mere, ee oe oe 5.57 — 2,40 2.64 
es weet ees 2.99 2.80 — 0,37 — 0,13 
ae ee ees 8,94 7,84 0,1369 0.0169 


M 2.77 + 1,19. 
=D, = 16,933. 


16,933 
nu = J oe = 1,19. 
2,97 
nian 2 32. 
, 1,19 2,52 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die Differenz keine wesentliche war, 
da t < 3 ist und die Behandlung der Samen mit NaN O,-Lésung deshalb das 
Wachstum der Wiirzelchen im groBen ganzen nicht beeinfluBte. 


Versuch 3. 


Eingeweichte Samen des vorhergehenden Versuchs (2). Ein Teil der 
Keimlinge wurde 734.4 Stunden nach der Samenaussaat auf Wasser in zwei 
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groBe Blumentépfe mit Gartenerdefiillung gebracht. Die Oberfliiche der 
Erde wurde in zwei gleiche Teile geteilt. Auf der einen Halfte wurden in 
gleichen Abstinden Keimlinge der mit 2 mol. NaN O,-Lésung behandelten 
Samen gepflanzt, auf der anderen die Kontrolle. Im ganzen wurden je 
37 Keimlinge sowohl von in der NaN O,-Lésung eingeweichten als auch von 
Kontrollsamen gepflanzt. Die Keimlinge entwickelten sich in diffusem 


Lichte hinter einem weiBen Schirm auf einem Fensterbrett und wuchsen 
ohne Kriimmungen. Zur Verpflanzung wurden Keimlinge von mehr oder 
weniger gleicher Entwicklung herausgesucht. 





‘ ' Durehschnittsausmabe der Stengelchen in mm nach 
Einweichung der 


‘ » », 5 - cf 7 
Samen 24,5 Std. in 48 Std. 66 Std. 89 Std. 9&8 Std. 122 Std 139 Std. 


dest. H,O (»,). . 17,26 = 118.83 «23,57 24,50) 25,18 28,20 
2mol. NaNO, (%) 12,28 2135 2821 2422 2610 29,95 
me—%..... | —498 | 252 |—088 |—028 | 092 1,75 





” . Durchschnittsausmabhe der Stengelchen in mm nach 
Einweichung der 
Samen 24,5 Std. in 


165 Std 188 Std 238 Std 286 Std 310 Std. 502 Std 
dest. Hy0 (74). 27,71 28,20 30,39 30,92 31.89 33,02 
2mol. NaN Oz (7) 29,27 29,95 31,65 32,11 32,89 36,05 
ve— 1,56 1,75 1,26 1,19 1,00 3.03 


M 0,78 + 0,46; ¢ 1,70. Ohne 4,98: M 1,30 +. 0,25; ¢ 5,20. 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die Mittellange der Stengelchen der 
Kontrollkeimlinge nach 45 Stunden fast um 5 mm gréBer ist als die der mit 
NaN O,-Lésung bearbeiteten. Von der 66. Stunde an wird die Durchschnitts- 
lange der Stengelchen der Kontrollkeimlinge kleiner als die der vorbehandel- 
ten oder aber sie wird in beiden Fallen gleich (89 Stunden und 98 Stunden). 

Den ersten Messungstermin (48 Stunden) ausschaltend und die Differenz- 
methode verwendend, erhalten wir + m 1,30 0,25 und ¢ 5,20. 
Das heiBt Einweichung der Samen von A. retroflexus in 2 mol. NaN O,- 
Lésung stimuliert im groBen ganzen das Wachstum der Keimlingsstengelchen, 
wobei diese Stimulierung sich erst nach einiger Zeit bekundet, wahrend zu 


Beginn eine Wachstumshemmung beobachtet wird. Diese Wachstums- 
hemmung ist so betrachtlich, daB bei Einschaltung in die Summe samtlicher 
Differenzen sich ¢ 1.70 ergibt, d. h. die Differenz zwischen den Durch- 


schnittslingen der Keimlingsstengelchen von behandelten und von nicht 
hbehandelten Samen erweist sich als unwesentlich. 


Versuch 4, 


Samen von A. retroflexus wurden 25 Stunden lang bei 16 bis 17°C 
in 0,2 mol. NaN O,-Lésung und in destilliertem Wasser eingeweicht, mit 
ebensolchem Wasser gewaschen und auf Wasser im Dunkeln bei derselhen 
Temperatur zum Keimen gebracht. Gemessen wurden Wiirzelchen und 
Stengelchen. Mittels Summierung wurde die Linge des ganzen Keimlings 
bestimmt. 
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Einweichung der 
Samen 25 Std. in 


dest. HyO (7) . 
0,2 mol. NaNOsg (”9) 


Ve 7) 


Durchschnittsausmafe der Wiirzelchen in mm nach 





168 Std 


47 Std. 67 Std. 93 Std. 115 Std. 146 Std 
— 9,87 14,04 16,64 16,94 17,26 
(69) | (72) (56) (59) (55) 
3,94 10,94 13,53 15,63 15,92 16,54 
(62) (71) (70) (49) (59) (67) 
_ 1,07 + 0,51 — 1,01 — 1,02 — 0,72 
M =— 0,44 + 0,30; t = 1,46. 





Einweichung der 
Samen 25 Std. in 


dest. Hy 0 (%4) . 
0,2 mol. NaNOs (»») 


Vy — vy 


Durchschnittsausmafe der Stengelchen in mm nach 








Einweichung der 
Samen 25 Std. in 


dest. H,O (%,). 
0,2 mol. resdaichdes 
Vy — Py 











47 Std. | 67 Std. 93 Std, 115 Std. 146 Std. 168 Std 
— 2,32 4,17 7,48 9,39 9,90 
a 2,34 4,30 7,07 9,99 10,41 
- 0,02 018 —0,41 0,60 0,51 

M = 0,17 + 0,28; ¢ = 1,74. 
R Durehsehnittsausmafe der ganzen Pflanzen in mm nach 

7 Std. | 67 67 Std. 93 Std. 115 Std. 5 146 aca. | 168 Std 
— 12,19 18,21 24,02 26,33 27,16 

3,99 12,28 17,83 22,70 25,91 26,95 
— 009 —0,38 —1,32 |—042 —0,21 


M 0,45 + 0,21; ¢ = 2,14. 


Aus den Tabellen geht hervor, da8 die Differenz zwischen den Durch- 


schnittslangen der 


Wiirzelchen, 


Stengelchen und ganzen Pflanzen von 


mit NaNO,-Lésung bearbeiteten und Kontrollsamen nicht wesentlich ist, 
d. h. die Einweichung innerhalb 25 Stunden hat die ersten Entwicklungs- 
stadien der Keimlinge nicht beeinfluBt. 


Samen von 


Versuch 5. 


A. retroflexus wurden 48 Stunden bei 19 bis 20°C in 





0,2 mol. NaNO,-Lésung und in destilliertem Wasser eingeweicht. Das 
weitere wie bei Versuch 4 
- " Durechschnittsausmafe der Wiirzelchen in mm nach 
Einweichung der mae) ii le = 
Samen 48 Std. in 66 Std. 96 Std. | 137 Std. | 166 Std. | 202 Std. 278 Std. | 369 Std 
dest. HyO (»;) 6,22 13,15 | 17,30 19,20 1888 | 21,92 20,14 
(74) (76) (63) | (75) (100) (93) (84) 
0,2 mol. NaN Og (#2) 6,47 1156 1546 1662 1647 17,70 17,52 
(88) (88) (77) (94) (78) (100) | (110) 
Vy— *,. 0,25 |— 1,59) —1,84 —2,58 —241 — 4,22) —2,62 


M = 2,14 + 0,45; 4,75. 
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Einweichung der 
Samen 48 Std. in 


Durchschnittsausmafe der Stengelchen in mm nach 


66 Std. 96 Std. 137 Std. 166 Std. 202 Std. 278 Std. 369 Std 


lest. HpO (%,) .. | 1,838 3817 | 882 12,77 | 17,08 | 21,72 22,71 
\2mol. NaNOs (7) 1,68 =3824 | 898 1067 1884 | 1892 19,74 
5-%..-.-. | 080 007 | 016  —210| —824|—280 —297 


M 1,51 + 0,54; ¢ 2,79. 





‘ , Durchschnittsausmabe der ganzen Pflanzen in mm nach 
Einweichung der 


Samen 48 Std. in 





66 Std. 96 Std. | 137 Std. | 166 Std. 202 Std. 278 Std. 369 Std 


dest. H,O (»,) . . || 7,55 | 16,32 | 2612 31,97 35,96 48,64 42,85 
0.2mol. NaNO (%3) | 800 | 14.80 | 2444 2729 3031 3662 37.26 
%—%... ~~ | 048 |—1,52|— 1,68|— 468 | — 5,65 | — 7,02 | — 5,59 


M = 3,67+ 0,91; ¢ 4,03. 


Aus vorstehender Tabelle erhellt, daB NaNO, das Wachstuimn det 
Wiirzelchen hemmt, aui das der Stengelchen aber keinen EinfluB ausiibt, 
da in dem ersten Falle t 4,75 und im zweiten 2,79 ist. Die Wachstums- 
hemmung der Wurzeln beeinfluBte das Wachstum der ganzen Pflanze, 
infolgedessen erwies sich die Durchschnittslange der mit NaN O,-Lésung 
hbearbeiteten Pflanzen kleiner als im Kontrollversuch, da in diesem Falle 

4,03 ist. 


Die Einweichung innerhalb 25 Stunden war folglich unzureichend. 


Versuch 6. 


Samen des vorhergehenden Versuchs. 66 Stunden nach der Aussaat 
auf Wasser wurden die ausgesprossenen Keimlinge in sechs Blumentépfe 
mit Erdfiillung verpflanzt: in drei Blumentépfe kamen mit NaN O,- 
Lésung behandelte und in die drei anderen Kontrollkeimlinge. Gepflanzt 
wurden die Keimlinge in gleichen Abstaénden voneinander, je 40 in jeden 
Blumentopf. Die Blumentépfe wurden hinter einem weiBen Schirm aut- 
gestellt. Phototropische Kriimmungen wurden nicht beobachtet. Die 
Keimlinge wuchsen gleichmaBig senkrecht (bei 19 bis 20° C). 





= : . Durchschnittsausmabe der Stengelchen in mm nach 
Einweichung der Samen - : 


48 Std. in 77 Std. | 124 Std. 167 Std. 228 Std. | 268 Std. | 296 Std 
dest. HO (*,) ... 12,40 | 2087 22,65 2881 2458 24,82 


0.2mol. NaNO; (,). 1241 | 2058 2384 2445 2685 2698 
MOMs sce a es 0,01 | 0,16 119 | 164 | 227 216 


M 1,24 + 0,40; ¢ = 3,10. 


Aus der Tabelle erhellt, daB 48stiindige Einweichung der Samen in 
0,2 mol. NaN O,-Lésung das Wachstum der Keimlingsstengelchen stimuliert, 
da t > 3. Aus den Versuchen 5 und 6 geht hervor, da8 das Stengelchen- 
wachstum der aus mit NaNO,-Lésung behandelten Samen entsprossenen 
Keimlinge im Licht stimuliert wird, im Dunkeln aber iibt die vorhergehende 
Behandlung der Samen keinen Einflu® auf das Stengelchenwachstum aus. 
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In den beschriebenen Versuchen wurden die Keimlinge unter vei 
schiedenen Bedingungen gezogen: im Licht und im Dunkeln, in Wass« 
und in Gartenerde. Ist die Wachstumsdifferenz durch Substrat oder durc! 
Licht bewirkt worden ? 

Versuch 7. 

Mit NaNO,-Lésung fiir den Versuch 5 behandelte Samen wurden im 
Dunkeln in GefaSen mit Gartenerde zur Keimung gebracht. Nach 
288 Stunden geschah die Messung der Stengelchenlange von 340 Keim 
lingen, entsprossen aus 170 vorbehandelten und 170 nicht vorbehandelten 
Samen. 





Einweichung der Samen Durehsehnittslinge der 
48 Std. in Stengelchen nach 288 Std. 
dest. H,0O - 2a. « < 46,71 x 0.81 t 9 69 
0.2mol. NaNO,. . . 43,90 + 0,69 _ 
Dat 2.69 ist, so dart die Differenz der durchschnittlichen Stengelchen- 


linge als eine nicht wesentliche betrachtet werden. 

Aus diesen Befunden erhellt, daB die Stimulation des Stengelchen- 
wachstums im Licht (Versuche 3 und 6) durch die Lichtwirkung bedingt 
wird. Wir haben hier offenbar einen summierten Effekt vor uns: NaNO, 

Lichtwirkung. Die ,,potentielle’, wenn man sich so ausdriicken dart, 
NaNO,-Stimulation kommt dank der Lichtwirkung zutage. 

Aus den angefiihrten Versuchen folgt also, daB unabhangig von der 
stimulierenden Wirkung des NaNO, auf die Keimfaihigkeit die weitere 
Entwicklung der Keimlinge im Wachsen entweder stimuliert oder 
unterdriickt wird. 

Die Behandlung der Samen mit chemischen Stoffen kann einen 
ungleichen Einflu8 auf verschiedene Entwicklungsphasen des Samen- 
keimes ausiiben. Es kann z. B. die Keimungsphase (latente Periode und 
Hervortreten der Wiirzelchen) stimuliert und die weitere Entwicklung 
der Wiirzelchen gehemmt werden. 

In den beschriebenen Versuchen wurden die Keimlinge nicht langer 
als 20 Tage beobachtet. Wie sich die Keimlinge weiter verhalten, 
ist natiirlich nicht bekannt. Vielleicht wirkt sich der Na N O,-Einflub 
auch an der gesamten weiteren Entwicklung der Pflanzen bis zur 
Fruchtbildung aus, vielleicht aber auch nicht. 

Es kann nimlich die NaNO,-Wirkung eine voriibergehende sein, 
da sie méglicherweise durch die iiberschiissige Adsorption dieses Nitrats 
durch die Kolloide des Endosperms und des Keims bedingt wird. 
Nachdem dieses Nitrat in den Stoffwechselprozessen aufgegangen ist, 
diirfte auch die Stimulierung aufhéren. 

Die stimulierende Wirkung des Lichtes auf die Entwicklung der aus 
mit NaN O,-Lésung behandelten Samen entsprossenen Keimlinge steht 
méglicherweise im Zusammenhang mit der intensiveren Synthese der 
Eiwei®kérper auf Rechnung des infolge Einweichung aufgespeicherten 
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Nitrats. Die Nitrate aber sind nach gewissen Angaben eine gute N- Quelle 
fiir diese Synthese im Licht (5, 8. 209). 

Die Stimulierung der Entwicklung der Pflanzen durch Behandlung 
der Samen mit Salzlésungen erwies sich durchaus méglich. 

Welches der MaBstab dieser Méglichkeit ist und welches deren 
praktischer Effekt, das haben weitere Untersuchungen auf diesem 
Gebiete zu zeigen. Die wenigen im Schrifttum vorliegenden einschlagigen 
experimentellen Daten werden bekanntlich stark bezweifelt (2, 8. 152). 


Literatur. 
1) B. N. Alxentje//, diese Zeitschr. 211, 454 bis 467, 1929. 2) N. A. 
Vaximow, Errungenschaften und Perspektiven auf dem Gebiete der an- 
gewandten Botanik, Genetik und Selektion, Leningrad 1929 (russisch). 


3) Derselbe, Pilanzenphysiologie, Leningrad 1929 (russisch). — 4) A.Sapjehin, 
Variationsstatistik, Leningard 1929 (russisch). 5) S. Kostytschew, 
Pflanzenphysiologie, Leningrad 1924 (russisch). 6) G. Gassner, Ber. d. 


d. Bot. Ges. 44, 1926. 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel beim Diabetiker. 


l. Mitteilung: 


Uber Intarvin und andere von Fettsiuren mit ungerader Anzahl Kohlen- 
stoffatomen abgeleitete Fette. 


Von 
P. E. Verkade und J. Coops jr. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Niederlandischen Handelshoch 
schule zu Rotterdam.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1930.) 


1. Eine kurze Zeit hat es den Anschein gehabt, als ob Fette, abgeleitet 
von normalen Fettsauren mit einer ungeraden Anzahl Kohlenstoffatomen, 
eine Rolle spielen wiirden bei der Behandlung von Diabetes mellitus: 
Insbesondere bei ernsten Formen dieser Krankheit kénnen in dem 
Harn sehr betrachtliche Mengen £-Oxybuttersaure, Acetessigsiure und 
Aceton (die sogenannten Ketonkdrper) ausgeschieden werden, die gewi 
zu einem sehr bedeutenden Teil in dem Nahrungsfett ihren Ursprung 
finden. Das Auftreten dieser Ketonkérper in dem Harn findet dann eine 
ungezwungene Erklarung durch Anwendung der bekannten Regel der 
£-Oxydation, von Knoop! aus seinen Untersuchungen iiber den Abbau 
im Organismus von q-phenylsubstituierten Fettsiuren abgeleitet. 
Nach dieser Regel werden die Fettséiuren im Organismus am hinsichtlich 
der Carboxylgruppe f-stdndigen Kohlenstoffatom angegriffen und ent- 
stehen also bei dem Abbau immer wieder neue Fettsduren mit zwei Kohlen- 
stoffatomen weniger. Aus den Fettséuren mit gerader Anzahl Kohlenstoff- 
atomen, welche die gew6hnlichen Bausteine der natiirlich vorkommenden 
Fette sind, entsteht dann endlich Butterséure, welche und dies ist 
eine héchst merkwiirdige, eigentlich immer noch ungeklarte Tatsache 
vom acidotischen Diabetiker mehr oder weniger vollstandig in der 
Form von obenerwahnten Ketonk6érpern ausgeschieden wird (Ketonurie), 
in normalen Fallen dagegen zu Kohlensaure und Wasser verbrannt wird. 
Werden nun die Fettsiuren mit ungerader Anzahl Kohlenstoffatomen 


! Hofmeisters Beitr. 6, 150, 1905. 
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enfalls nach dieser Oxydationsregel abgebaut, dann kénnte bei diesem 
ihhau keine Buttersdure entstehen und von der Bildung obenerwdahnter 
Ketonkérper aus diesen Fettsduren mit allen ihren Folgen kénnte keine 


Rede sein. 


2. Von mehreren Forschern ist Material zugunsten eines solchen 
Abbaus von geraden und ungeraden Fettséuren im lebenden Organismus 
zutage geférdert. Nur die beiden folgenden Arbeiten werden wir hier 
kurz erortern. 


a) Wenn die Leber eines frisch getéteten Hundes mit defibriniertem 
Blut durchstrémt wird, findet nach Embden und Mitarbeitern! eine geringe 
Bildung von Acetonkérpern (Aceton) statt. Wurden verschiedene normale 
Fettsauren neutralisiert und dem Durchstr6mungsblut zugesetzt, so ergab 
sich, daB die Fettséuren mit gerader Anzahl Kohlenstoffatomen die Aceton- 
produktion erhéhten und die mit ungerader Anzahl nicht. Die hierunter 
folgzende Tabelle, die der Arbeit von Embden entnommen ist, la8t dies 
deutlich hervortreten. Wir wollen uns keineswegs verhehlen, daB gegen diese 
Versuche einige mehr oder weniger begriindete Bedenken zu erheben sind 
die wir hier nicht erértern wollen)?, glauben aber doch, daB die Ergebnisse 
einen sehr kraftigen Hinweis fiir die Richtigkeit der Oxydationsregel von 
Knoop liefern. 





Anzahl mg Aceton 


Zugesetzte Fettsiure i. kenane pro Liter Blut 


— 12—27 
Buttersiure...... 128 
Valeriansfure ..... : 20 
Capronsfure. ..... 100 
Heptylsiure. ..... 12 
Caprylsture. ..... 60 
Nonylshure ...... 9 19 
Caprinsiure. .... . 10 59 


b) In vortrefflicher Ubereinstimmung hiermit zeigte sich -bei von 
Baer und Blum? durchgefiihrten Fiitterungsversuchen, daB Fettsauren mit 
gerader Anzahl Kohlenstoffatomen, von Buttersiure an, bei dem aci- 
dotischen Diabetiker die Ausscheidung von Ketonkérpern erhéhten, wahrend 
die mit ungerader Anzahl bei diesem, ebenso wie beim gesunden Menschen 
spurlos verschwanden. 


3. Die praktische Anwendung von Fetten, abgeleitet von normalen 
Fettsauren mit ungerader Anzahl Kohlenstoffatomen, ist schon vor 


1 Embden, Salomon und Schmidt, Hofmeisters Beitr. 8, 129, 1906: 
Embden und Marz, ebendaselbst 9, 318, 1908. 

2 Vgl. z. B. Leathes und Raper, The Fats, S. 184 (Monographs on 
Biochemistry, 2. Aufl., 1925). 

3 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 55, 89, 1906; 56, 92, 1906; 59, 321, 
1908; 62, 129, 1910. 


26 * 








396 P. E. Verkade u. J. Coops jr.: 


mehr als 15 Jahren u. a. von Ringer! vorgeschlagen worden; dieser wa; 
aber damals nicht imstande, ein geeignetes derartiges Fett herzustellen. 
Dies ist zuerst Kahn? gelungen. Uber den Wert des von diesem dar- 
gestellten Produktes, ,,/ntarvin® genannt und in den Handel gebracht 
von der Intarvin Company (80—-86 Hancock Street, Long Island, N. Y. 

gehen die in der Literatur geaiuBerten Meinungen sehr auseinande: 
Es ist nicht unsere Absicht, hier jetzt eine Ubersicht aller diesbeziiglichen 
Veréffentlichungen zu geben. Verwiesen sei hier nur auf die Abhand- 
lungen von Kahn®, Benedict, Ladd, Strauss und West, Kahn4 und 
Rathery®, welche bei Ersatz des gewéhnlichen Nahrungsfettes durch 
Intarvin Verschwinden bzw. Abnahme der Ketonurie konstatiert haben: 
andererseits auf die Arbeiten von Sevringhaus®, Stern?, Lundin® und 
Modern®, deren Urteil tiber Intarvin nicht giinstig ist. Letztgenannte 
zwei Forscher wiesen nach, daB bei Verabreichung von Intarvin statt der 
genannten Ketonkérper im Harn Oxydationsprodukte von Propionsdur: 
(Milchséure, Brenztraubensaure) auftreten. Wir miissen uns hier darauf 
beschranken, diese interessante Tatsache, woriiber sich noch vieles sagen 
lieBe, zu erwahnen. 

Das Problem des Katabolismus von dergleichen Fetten im Kérper 
des acidotischen Diabetikers ist zweifellos von groBer theoretischer 
Wichtigkeit. Kenntnisnahme der soeben erwahnten Literatur lehrt, 
daB die mit Hilfe von Intarvin durchgefiihrten Untersuchungen dieses 
Problem gar nicht zur Lésung gebracht haben. Wenn man die Zusammen- 
setzung und die Beschaffenheit des Intarvins, wie es geliefert wurde, 
in Betracht zieht, war solches auch nicht zu erwarten. Hochst merk- 
wiirdig ist es eigentlich, daB niemand vor uns sich die Miihe gemacht zu 
haben scheint, Intarvin ordentlich chemisch zu untersuchen: wenigstens 
konnten wir in der Literatur hieriiber nichts finden. 


4. In erster Linie wollen wir jetzt einige Bemerkungen iiber Zu- 
sammensetzung und Beschaffenheit des Intarvins machen. Uber die 
Darstellungsweise dieses Produktes ist in der Literatur nur die folgende 
unbestimmte Andeutung von Kahn? zu finden: 


' Ringer und Jonas, Journ. of biol. chem. 14, 43, 1913. 

2 Proc. soc. exp. biol. med. 19, 265, 1922; Amer. journ. med. science 
166, 826, 1923. 
Proc. soc. exp. biol. med. 21, 485, 1924. 
Arch. internal med. 36, 44, 1925. 
Progrés médical 1926, 8.191; Bull. soc. hyg. alim. 14, 206, 1926. 
Journ. of biol. chem. 59 (Proc. amer. soc. biol. chem. 1924, S. XLIX). 
Medizin. Klin. 21, 958, 1925. 
Journ. metab. research. 4, 151, 1923: 
Ebendaselbst 4, 177, 1923. 
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. Stearic acid has its acid group substituted by an organic radical and 

upon oxidation with a strong oxidizing mixture the C,,-acid (C\,H,,COOH, 
iargaric acid) is produced. This is easily purified and then united with 
glycerol to form a neutral fat.‘ 
s . . . , . 

In Ubereinstimmung damit war auf der Verpackung des Intarvins 
folgendes zu lesen: 

This preparation consists mainly of glycery! margarate and contains a 
small proportion of mineral oil and water.‘ 


Spater haben Skraup und Schwamberger! in prinzipiell ahnlicher 


Weise Margarinséiure aus Stearinsiure hergestellt; diese Untersucher 
behandelten namlich Methylstearat mit Phenylmagnesiumbromid und 
oxydierten das hierbei erhaltene 1: 1-Diphenyloctadecen mit Chrom- 
saure. 

Beilaufig wollen wir in diesem Zusammenhang hinweisen auf das 
U.S. A.-Patent 1529546 auf Namen von Dubin und Freedman, welches eine 
Darstellungsweise von Fettsauren beschreibt, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine «-Halogenfettsiure mit heiBer Kalilauge oder mit einem anderen 
Reagens, imstande, Halogen durch Hydroxyl zu ersetzen, gemischt und 
darauf mit einem Oxydationsmittel, z. B. mit Kaliumpermanganat behandelt 
wird. Die Vermutung liegt nahe, da bei dieser im Jahre 1925 erteilten 
Patentschrift die Absicht vorlag, Fettsauren mit ungerader Anzahl Kohlen 
stoffatomen aus den natiirlich vorkommenden Sauren mit gerader Anzahl 
herzustellen. TTatsachlich haben alle in dieser Patentschrift gegebenen 
Beispiele ja Bezug auf die Darstellung von Margarinséure aus Stearinsiiure. 
und wird diese auch in einem der Patentanspriiche festgelegt. 

In diesen beiden Fallen fand also die Darstellung der Fettsdéiure mit un- 
gerader Anzahl Kohlenstoffatomen durch oxydativen Abbau statt. Unserer 
Meinung nach ist eine derartige Darstellungsweise hier im allgemeinen 
grundsatzlich verwerflich, und zwar aus dem folgenden Grunde. 


Es ist eine bekannte Tatsache, daB bei Oxydationsreaktionen, wo die 
Bildung von Dicarbonsauren der Bernsteinsadurereihe mit ungerader Anzahl 
Kohlenstoffatomen erwartet werden kann, meistens zugleich die Dicarbon- 
siiure mit einem Kohlenstoffatom weniger entsteht und oft in sehr betracht 
licher Menge. So liefert die Oxydation von Ricinolséiure mit Salpetersaure 
oder alkalischer Permanganatlésung neben Azelainsiure immer Korksiure: 
so entsteht bei der Oxydation von xx’-Dioxyazelainséure mit alkalischet 
Permanganatl6sung neben wenig Pimelinsiure besonders Adipinsaure, 
waihrend die Oxydation von x-Monooxyazelainsiure unter denselben Um 
stinden ausschlieBlich die erwartete Korkséure liefert®. Von Verkade® 
wurde nachgewiesen, dali man mit Hilfe der folgenden Vorstellung des 
Reaktionsmechanismus zu einer guten Erklarung aller beobachteten Tat 
sachen gelangt: als primares Produkt der Oxydation bildet sich eine .,aktive* 
Form der erwarteten Dicarbonsiure mit ungerader Anzahl Kohlenstoft- 


Lieb. Ann. 462, 135, 1928. 
2 Challener und Thorpe, Journ. chem. soc. 123, 2480, 1923; Verkade, 
Rec. trav. chim. 46, 200, 1927. 
wie 
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atomen, die darauf teils unter Energieverlust in die gewéhnliche For: 
iibergeht (welche unter den in Betracht kommenden Umstanden nur langsa: 
weiter oxydiert wird und deshalb groBenteils intakt bleibt), teils leicht weite 
oxydiert wird zu der ,,aktiven** Form der Dicarbonsaiure mit einem Kohlen 
stoffatom weniger usw. Die Zusammensetzung des Oxydationsproduktes 
wird dann in erheblichem Mae bedingt durch die Geschwindigkeite: 
womit die ,,aktiven‘‘ Formen von ungeraden und geraden Dicarbonsaure: 
oxydiert werden bzw. in die gewéhnlichen Formen iibergehen; hieraw 
wollen wir jetzt nicht eingehen. 

Die Bildung von Fettsiuren durch oxydativen Abbau in vitro 
ist merkwiirdigerweise noch niemals Gegenstand einer eingehenden 
Untersuchung gewesen. Es ist durchaus wahrscheinlich, daB man 
annehmen kann, daB diese auf analoge Weise verlauft. Nur — aber dies 
ist nur ein gradueller Unterschied glauben wir es auf Grund der 
spairlichen Angaben in der Literatur als sicher betrachten zu diirfen, 
daB hier von einem so ausgeprigten Gegensatz zwischen geraden und 
ungeraden Sauren wie bei den Dicarbonsaéuren nicht die Rede ist. 
Bei Darstellungsweisen von Fettséuren mit ungerader Anzahl Kohlenstoff- 
atomen, wie hier oben angegeben, wird im allgemeinen die gewiinscht: 
Sdure durchaus nicht das ausschlieBliche Produkt sein, sondern werden 
daneben niedrigere, sowohl gerade wie ungerade Fettstiuren entstehen 
Einer von uns! hat seinerzeit bei einer Arbeit iiber die Oxydation von 
Ricinolsiure mit Salpetersiure nachgewiesen, wie Anderungen in der 
Ausfiihrungsweise der Oxydation groBen EinfluB auf das Verhaltnis 
haben kénnen, indem hier Azelainsiure und Korksaure entstehen. Auch 
bei der Darstellung der in Rede stehenden Fettséuren durch oxyda- 
tiven Abbau wird deshalb mit Schwankungen in der Zusammensetzung 
des Oxydationsproduktes, im Gehalt an ungewiinschten Fettsauren 
mit gerader Anzahl Kohlenstoffatomen, gerechnet werden miissen. 

Uber die im Intarvin angetroffenen Fettsauren lat sich folgendes 
mitteilen: 

a) Die Fettséiuren aus Intarvin sind von Trillat? réntgenographisch 
untersucht worden. Das erzielte Spektrum zeigte deutlich doppelte Linien 
von etwa gleicher Intensitat. Die hieraus berechneten langen Gitterkonstan- 
ten stimmten mit den von Trillat fiir reine Palmitin- und Stearinsaéure 
gefundenen iiberein. Hieraus zieht dieser Forscher die SchluBfolgerung, 
welche spaiter von Karssen® beigepflichtet worden ist, daB diese FettsAuren 
ein nahezu aquimolekulares Gemisch der Cy,- und C,,-Saéuren, also von 
Saiuren mit gerader Anzahl Kohlenstoffatomen, sein sollten. 

Diese SchluBfolgerung méchten wir nicht fiir unsere Rechnung nehmen. 
Einerseits wird von Trillat angenommen, daB bei einem Gemisch von Fett- 
siuren dieselben langen Gitterkonstanten gefunden werden wie bei den reinen 


! Verkade, Rec. trav. chim. 46, 137, 1927. 
2 Ann. de phys. (10) 6, 84, 1926. 
3 Chem. Weekblad 25, 120, 1928. 
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Komponenten, was uns eine gewagte Annahme scheint; aus unserer eigenen 
Praxis sei z. B. darauf hingewiesen, daB Coster und Keuning! bei einem 
Gemisch von Methylpalmitat und Methylstearat lange Gitterkonstanten 
fanden, welche von den von Shearer fiir die beiden reinen Substanzen 
gefundenen betrachtlich differierten. Andererseits verliert Trillat véllig aus 
dem Auge, daB er selbst versucht hat, die aus Intarvin abgeschiedenen 
Sauren durch fraktionierte Destillation zu trennen, und bei diesem ver- 
geblichen Versuch den Eindruck gewonnen hat, es mit einem Gemisch von 
mehreren Fettsiuren zu tun zu haben; auf dem erzielten Réntgenphoto sind 
also offenbar nur die Linien sichtbar geworden, welche mit zwei in groBen 
Mengen vorhandenen Fettséiuren korrespondierten. 

b) Fiir den Gehalt an Fettsiuren eines Musters Intarvin fanden wir 
durch direkte Bestimmung 74,2°,, durch Berechnung aus der Ver- 
seifungszahl des Fettes (174,6) und dem mittleren Molekulargewicht der 
abgeschiedenen Fettsiéiuren (s. u.) 75,2°,,. Zu einem nicht unerheblichen 
Teil waren diese als solche in Intarvin vorhanden; die Séurezahl hier- 
von war namlich nicht weniger als etwa 17. Das Fett wird durch einen 
derartigen Gehalt an freien Fettsiuren ungeniebbar. 

Das mittlere Molekulargewicht dieser Fettsiuren war nur 241/,2, 
wahrend das Molekulargewicht von Margarinsaiure 270,1 betrigt. Der 
Anfangserstarrungspunkt lag bei etwa 42°, wihrend Margarinsdure bei 
60,0° erstarrt. Schon aus diesen Angaben ist ersichtlich, daB die Be- 
hauptung, als sollte Intarvin vorwiegend aus ,,Glycerylmargarat* be- 
stehen, unrichtig ist. 

Die Jodzahl des Intarvins war nur 0,45. Die Reichert-Meissl-Zahl 
war 0,9, die Polenske-Zahl 2,2; der Gehalt an fliichtigen Sauren 
an dem Geruch lieB sich Heptylsiure erkennen ist also klein. 

Durch sorgfaltige fraktionierte Vakuumdestillation der Methy]- 
ester der simtlichen Fettsiuren mit Hilfe des von Coops? konstruierten 
Aufsatzes konnten wir uns davon iiberzeugen, daB sowohl Fettsdéuren mit 
gerader als mit ungerader Anzahl Kohlenstoffatomen vorhanden waren, 
und zwar insbesondere diejenigen mit J4, 15, 16, 17 und auch 18 Kohlen- 
stoffatomen, daneben aber auch einige niedrigere. Die quantitative 
Trennung eines solchen Estergemisches in die Komponenten bietet 
sehr groBe Schwierigkeiten infolge der geringen Unterschiede zwischen 
den Siedepunkten der aufeinanderfolgenden Glieder und ist denn auch 
nicht durchgefiihrt worden. Jedenfalls war die Menge der vorhandenen 
Sduren mit gerader Anzahl Kohlenstoffatomen gar nicht unbetrichtlich. 

Auch aus anderen Griinden laBt sich inzwischen an der Zusammen- 
setzung und der Beschaffenheit von Intarvin noch vieles aussetzen. 

Wir fanden in Intarvin einen Gehalt an unverseifbaren Bestandteilen 
von nicht weniger als 17,1 °,,! Zum weitaus gréBten Teil war dies Mineral- 


1 bei Verkade und Coops, diese Zeitschr. 206, 481, 1929, 
2 Chem. Weekblad 24, 462, 1927. 
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él; die Mitteilung auf der Verpackung des Intarvins, da® dieses Produkt 
eine kleine Menge Mineralél enthalte, ist alsocum grano salis anzunebmen 
Unserer Meinung nach ist ein derartiger Gehalt an einem laxierend 
wirkenden Bestandteil in einem fiir therapeutische Zwecke und zugleich 
als Nahrungsmittel bestimmten Produkt, wovon pro Tag z. B. 100 g mul 
verabreicht werden kénnen, unzulassig oder wenigstens unerwiinscht. 

Dieser Zusatz von Mineral6l ist wohl erfolgt, um den Schmelzpunkt 
des Produktes herabzusetzen. Fiir den Anfangserstarrungspunkt des 
Intarvins fanden wir gut 43°, wihrend bei sehr langsamer Kiihlung bis 
37° ein sehr betrichtlicher Teil des Fettes kristallisierte. Der gewiB berech- 
tigten Anforderung, daB ein fiir Konsum bestimmtes Fett bei Kérper- 
temperatur vollkommen fliissig werden soll, entspricht Intarvin also 
nicht. In dieser Beziehung sei noch hervorgehoben, daB es un- 
verniinftig war, gerade Glyceryltrimargarat herstellen zu _ wollen: 
besitzt doch diese Substanz den hohen Schmelzpunkt von 62,7°!. 

Moéglicherweise hangt mit dem ziemlich hohen Schmelzpunkt zusammen, 
daB einige Forscher klagen iiber ungeniigende Absorption von Intarvin im 
menschlichen Kérper: z. B. erhielt 77” "? 15 bis .9°, Jes genommenen 
Fettes in Form von groBer n in den Fazes zuriick. 

Nach Kahn sollte die 5s Pro  . geruchlos und geschmacklos sein. 
Alle anderen oben zitierten Forscher, auch diejenigen, welche bei Ver 
abreichung von Intarvin statt gewéhnlichen Fettes Verschwinden bzw. 
Abnahme der Ketonurie konstatierten, klagen aber in hohem MaBe iibe: 
Geruch und Geschmack dieses Produktes und unserer Erfahrung nach mit 
Recht. So teilt z. B. Stern® mit, daB seine Patienten nur mit auBerstem 
Widerstreben das Intarvin nahmen und der Widerwille bisweilen so groB war, 
da®8 die Behandlung vorzeitig abgebrochen werden muBte. Von Benedict. 
Ladd, Strauss und West* und von Lundin? werden sogar Verdauungs- 
stérungen als Folge des unangenehmen Geruchs und Geschmacks rapportiert. 


5. In den letzten Jahren wurde von Intarvin nichts mehr gehdért. 
Dies ist verstandlich: eklatante Erfolge waren ja mit diesem Produkt 
nicht erzielt worden, was jedoch nach Kenntnisnahme von den unter 4 
mitgeteilten Tatsachen nicht Wunder nehmen wird. Dazu kommt noch, 
daB, seitdem die Diabetesbehandlung durch die Einfiihrung der Insulin- 
therapie in eine neue Phase eingetreten ist und ernste Fille von Keton- 
urie viel weniger zahlreich geworden sind, das Interesse seitens der 
arztlichen Praxis fiir Fette, abgeleitet von Fettsiuren mit ungeracer 
Anzahl Kohlenstoffatomen, sehr nachgelassen hat. 

Will man dem wichtigen Problem des Katabolismus von Fettsauren 
mit ungerader Anzahl Kohlenstoffatomen im Kérper des acidotischen 


1 Thomson, Trans. Roy. Soc. Canada (IIL) 20 TIT, 445, 1926. 
> Journ. metab. research. 4, 151, 1923. 

3 Medizin. Klin. 21, 958, 1925. 

* Proc. soc. exp. biol. med. 21, 485, 1924. 
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Diabetikers naher treten, so ist der Besitz von geeigneten Derivaten 
(Glycerin- und Glykol-, vielleicht auch Athylester) dieser Sauren 
von tadellosen Eigenschaften und Zusammensetzung unbedingt erforderlich. 
Hat man diese einmal, so sind mit deren Hilfe auberdem andere wichtige, 
auf den Fettstoffwechsel im allgemeinen sich beziehende Probleme in 
Untersuchung zu nehmen. Wir haben mit derartigen Arbeiten auf dem 
Gebiete der Biochemie der Fettsdiuren, Fetten usw. einen Anfang gemacht. 
Es ist nicht ganz ausgeschlossen, aber allerdings nicht wahrscheinlich, 
daB sich bei diesen Arbeiten noch Méglichkeiten fiir die Anwendung der 
in Rede stehenden Fettsaurederivate in der arztlichen Praxis ergeben 
werden. 


6. An erster Stelle standen wir also vor der Aufgabe, fiir diese 
Zwecke geeignete Fettsiuren mit ungerader Anzahl Kohlenstoffatomen 
in groBeren Mengen darzustellen. Die von einem von uns angefangenen 
Untersuchungen tiber das Vorkommen von dergleichen Sauren in natiir- 
lichen Fetten, Olen und Wachsen stehen u. a. mit dieser Aufgabe 
im Zusammenb ang... 


Hier sei verwiesen auf d Gegenstand beriihrende Mit- 
teilung', in welcher das wohl fast ai. nein «. enommene Vorkommen von 
Daturinsdure (normale Heptadecylsdure) in dem fetten Ol von Datura 
stramonium L.? einer erneuten Priifung unterzogen worden ist ; unumstéBlich 
konnte festgestellt werden, daB von diesem Vorkommen gar nicht die Rede 
ist. Tatsachlich ist bisher, wenigstens soviel uns bekannt, von keiner einzigen 
Fettsiiure mit ungerader Anzahl Kohlenstoffatomen und mit normaler Kette 
das Vorkommen in einem Ol, Fett oder Wachs mit Sicherheit festgestellt 
worden. 

seilaufig sei in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, daB eine 
Fettsiure mit ungerader Anzahl Kohlenstoffatomen, jedoch mit verzweigter 
Kette, namlich Phocensdure (Isopropylessigsdure), in bisweilen sehr groBer 
Menge als Glycerid angetroffen wird in Tranen, welche von zu den Familien 
der Phocaenidae und Delphinidae gehérigen Seesiugetieren geliefert werden. 
Diese bereits von Chevreul®? im Jahre 1817 gemachte Entdeckung ist vor 
einigen Jahren von André vollkommen bestiatigt worden; auch einer von uns 
hat neulich in einem Braunfischkopftran (Phocaena phocaena L.) gréBere 
Mengen Isopropylessigsiure angetroffen. Ob solche Séuren Ofter als 
Bestandteil natiirlicher Fette, Ole oder Wachse auftreten, ist abzuwarten®. 
Fiir unsere Arbeiten haben sie, wenigstens vorliufig. keine Bedeutung. 


1 Verkade und Coops, diese Zeitschr. 206, 468, 1929. 

Vgl. namentlich Meyer und Beer, Mon. 88, 311, 1912. 

Mémoires du muséum d'histoire naturelle 4, 292, IS18. 

Bull. soc. chim. (4) 35, 857, 1924. 

Verkade, nichtveréffentlichte Beobachtung. 

Auf den Tagungen Nordwestdeutscher Chemiedozenten in Kiel (1929) 
und Amsterdam (1930) hat Levy mitgeteilt, im Bienenwachs verschiedene 
derartige Sauren von hohem Molekulargewicht aufgefunden zu haben. 
Vel. demgegeniiber aber wieder Ho'de, Bleyberg und Vokhrer, Brennstoff 
chemie 1930. S. 128, 146. 
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Ebenfalls mit der obigen Aufgabe im Zusammenhang stehen die von 
uns angefangenen Untersuchungen iiber die Bildung von Fettsduren bei 
dem Abbau von dafiir in Betracht kommenden Verbindungen von sehr 
verschiedener Konstitution mit Hilfe verschiedener Oxydationsmittel 
Diese Untersuchungen bezwecken besonders, unsere noch minimalen 
Kenntnisse auf diesem vom theoretischen Standpunkte wichtigen 
Gebiete zu erweitern, und hangen mit unseren Arbeiten iiber den Fett- 
stoffwechsel eng zusammen; daneben kénnen sie aber méglicherweise 
zu guten Darstellungsweisen fiir gewisse Fettsiuren fiihren. 


Am besten werden aber, wie aus dem oben Gesagten hervorgeht, 
die fiir die beabsichtigten Untersuchungen gewiinschten Fettsdéuren mit 
Hilfe von synthetischen Methoden gewonnen werden. 


Von diesen Fettsiuren sind Heptylsdure und Undecylsdure am 
leichtesten in groBer Menge rein darzustellen, und zwar beide mit 
Rizinus6l als Ausgangsmaterial. Hieraus kann namlich auf bekannte 
Weise Onanthaldehyd neben Undecylensaure erhalten werden. Onanth- 
aldehyd wird dann mit alkalischer Permanganatlésung zu Heptylsaiure 
oxydiert!; nach unserer Erfahrung entstehen niedrigere Sauren hierbei 
nur in ganz unbedeutender Menge. Aus Undecylenséure bzw. ihrem 
Ester wird durch katalytische Hydrierung sehr leicht reine Undecylsaure 
bzw. ihr Ester erhalten. Mit diesen beiden Séuren haben wir uns denn 
auch an erster Stelle beschaftigt. 

Wir wiinschten u. a. ein einfaches Triglycerid, abgeleitet von einer 
normalen Fettsiéure mit nicht zu kleiner und ungerader Anzahl Kohlen- 
stoffatomen, zu besitzen. Unseren Anforderungen, welche aus den hier- 
oben iiber Intarvin gemachten Bemerkungen hervorgehen, entsprach 
Glycerintriundecylat, welches in relativ groben Quantitaéten von den 
,,Oliefabrieken Calvé-Delft*‘ in Delft, ausgehend von Undecylensaure, 
. und zwar durch Hydrierung von Glycerintriundecylenat, fiir uns dar- 
gestellt und selbstverstandlich auf die in der Technik iiblichen Weise 
raffiniert worden ist. Fiir den Schmelzpunkt des leicht cremefarbigen 
Produktes fanden wir 26° (Fettséule dann vollstandig klar und durch- 
sichtig). Auf die Zunge gebracht, besaB das Fett, wohl selbstverstandlich, 
dieselbe verkiihlende Wirkung wie die gewéhnlichen Fette. Die Ver- 
seifungszahl war 281,2 (berechnet 282,2); der Gehalt an freier Undecyl- 
siure war weniger als 0,02°,. Das Fett wurde im menschlichen Kérper 
sehr gut absorbiert und war so gut wie geruchlos und geschmacklos; 
als Beweis fiir die gute Qualitat kann der Umstand gelten, daB Patienten, 
denen wir in ihrer Diét bald Kokosfett (das in Holland wohlbekannte 
, Delfia“-Fett), bald Glycerintriundecylat verabreichten, nie iiber den 


1 Fournier, Bull. soc. chim. (4) 5, 921, 1909. 
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Geschmack ihrer Nahrung geklagt haben und sogar niemals die Wechs- 
lung des bei der Zubereitung benutzten Fettes konstatiert haben. 
Spaiter haben wir das Produkt mit Hilfe von Diacetyl! aromatisieren 
lassen, wodurch es einen schénen Buttergeruch und -geschmack erhielt. 

Es sei hier nebenbei bemerkt, da Undecylsiure Athylester einen 
tvypischen Obstgeruch und einen unangenelhmen kratzenden Geschmack 
besitzt; allein schon durch diese beiden Eigenschaften ist diese Substanz, 
die wir gerne auch in den Kreis unserer Untersuchungen gezogen hatten, 
fiir den Konsum vollkommen ungeeignet. 

Wir haben Herrn Dr. S. H. Bertram zu danken fiir die Bestimmung 
einiger Kennzahlen des Intarvins, sowie Herrn Dr. J. W. Terwen 
fiir seine Bemiihungen bei der Darstellung des Glycerintriundecylats. 


1 Vgl. van Niel, Kluyver und Derz, diese Zeitschr. 210, 234, 1929. 











Die Kohlenhydratfraktion 
der Tuberkelbazillen und des Tuberkulins. 
d-Mannose und d-Arabinose. 


Von 
Marie Maxim!. 


(Eingegangen am 13. Mai 1930.) 


Fast um dieselbe Zeit haben H. Mueller (1), Laidlaw und Dudley (2), 
der erste aus dem Tuberkulin, die letzteren aus den Tuberkelbazillen 
eine wasserlésliche, gummiartige, thermostabile, fast N-freie Substanz 
isoliert, welche mit dem homologen Immunserum positive Prazipitin- 
reaktion gab, selbst in Verdiinnung von | : 6000000. 


Ahnliche Substanzen, die Zinsser (3) ,,residue antigen“ nannte, sind 
aus der Bierhefe, aus Bacillus Influenzae, Staphylococcus pyogenes aureus, 
aus Streptococcen, Meningococcen, Pneumococcen isoliert worden. Sie 
widerstehen der tryptischen Verdauung und sind als zur Polysaccharid- 
gruppe gehérig anerkannt. Sie sind keine wahren Antigene, da sie, in den 
Organismus eingefiihrt, keine Antikérperbildung hervorrufen, auch geben 
sie nicht die Hautreaktion. 

Das von Mueller isolierte Produkt zeigte eine optische Drehung von 
[x]p + 17,3 vor der Hydrolyse und [2]p = — 22,9 nach der Hydrolyse. 
Die Zuckerbestimmung ergab 99°, reduzierenden Zucker, bestimmt als 
Glykose. Die Orcinreaktion war positiv, was die Anwesenheit von Pentosen 
beweist. Das Produkt von Laidlaw und Dudley enthalt 9,37°, Asche, 
50°, reduzierenden Zucker nach der Hydrolyse und 30,6°, Pentose. 
Hydrazinderivate werden von den Verfassern nicht beschrieben. 

Das von mir angewandte Material war entweder ein gelbliches, 
trockenes Pulver oder eine 20 °,,ige gelbliche Pasta von Tuberkelbazillen. 
Die Bazillen wurden auf synthetischem Medium wahrend 4 bis 6 Wochen 
geziichtet, dann abfiltriert, getrocknet, mit Alkoholather und Chloro- 
form extrahiert, zwecks Entfernung der Lipoide dann wieder filtriert 
und getrocknet. Bei dieser Operation ist es leicht méglich, daB ein 
Teil der Kohlenhydrate in Lésung geht, da der Alkohol nicht wasserfrei 


1 Diese Arbeit wurde unterstiitzt von der American Tuberculosis Asso- 
ciation, Medical Center, New-York. 
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ist; so erklart sich vielleicht die Anwesenheit von d-Mannose in der 
ersten Lipoidfraktion, gefunden von J. Anderson und Renfrew (4), 

Von den verschiedenen ausprobierten Extraktionsverfahren hat 
sich als bestes das bei gewéhnlicher Temperatur mit schwach an- 
gesduertem Wasser, py = 4, erwiesen. Auf diese Weise werden nur die 
freien Kohlenhydrate aufgelést, es gehen wenig Proteine in Lésung 
und man lauft kaum Gefahr, die Glykoproteine zu zerlegen. 

300 g trockenes T. B.-Pulver werden in 8 Liter schwach an- 
gesiuertem destillierten Wasser suspendiert und wahrend 5 Stunden 
mechanisch geriihrt. Man laBt iiber Nacht absetzen, dekantiert, zentri- 
fugiert und engt die erhaltene Extraktionsfliissigkeit soweit wie méglich 
ein (50 cem); etwaige abgeschiedene Proteine werden abzentrifugiert. 
Das Prazipitat wird wieder in 5 Liter Wasser suspendiert und bei 70 
bis 80° auf dem Wasserbad wahrend 2':, Stunden extrahiert. Man ver- 
fahrt in gleicher Weise wie oben, und die restlichen Zelleiber kann man 
einer dritten, alkalischen Extraktion unter Anwendung von Trypsin 
unterwerfen. Das reinste Produkt erhailt man aus dem ersten Extrakt, 
aus den eingeengten 50 ccm durch Fallen mit 95°, igem Alkohol. Aus 
diesem ersten Niederschlag entfernt man zundchst das Glykogen, dann 
reinigt man ihn durch 6fteres Lésen und Fallen mit Alkohol und starker 
Essigsiure. Die ersten Fallungen sind gelb, gummiartig und zeigen eine 
positive Biuretreaktion. Bei dem Produkt der zweiten und dritten Ex- 
traktion muB man die Fallung mit Cu- oder Uransalz anwenden, auch 
die Fallung in stark alkalischer Lésung unter Eiskiihlung, damit man 
schlieBlich ein reines Produkt erhalt; dieses gibt eine fast farblose 
Lésung, durchsichtig, die Biuretreaktion ist negativ, die Jodreaktion 
gleichfalls, die Mollischreaktion dagegen selbst in starker Verdiinnung 
sehr intensiv. Die wisserige Lésung dieses Produktes scheidet beim 
Eintropfen in kaltes Aceton ein weiBes Pulver aus. Dieses wird ab- 
filtriert, mehrmals gewaschen, dann im Exsikkator iiber P, O; getrocknet. 

Je nach der Extraktionsmethode und je nach dem Reinheitsgrad 


des Produktes erhalt man folgende Daten: 1,4 bis 0,03 °,, Asche berechnet 
als Ca, 1,1 bis 0,05°, Stickstoff. In allen Fallen ist der Sauregrad 


relativ schwach. Die optische Drehung ist: [a], = + 64,5, + 76,4, 
+ 77,3, + 80,2 im gelben Lichte. Nach der Hydrolyse —- 4 Stunden 
mit n/2H,SO, — zeigt das Produkt Linksdrehung und zwar: 
{a]p = —18, —20, — 24 und enthalt 58 bis 72°, reduzierenden 


Zucker berechnet als Glykose. 

Zur Feststellung der vorhandenen Zuckerarten wurde ein Teil 
der hydrolysierten Lésung mit Natronlauge genau neutralisiert, dann 
tropfenweise eine Lésung von Phenylhydrazin in 25°, iger Essigsaure 
hinzugefiigt. Nach kurzer Zeit erfolgt eine reichliche, kristallinische 
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Abscheidung. Man lat einige Stunden im Eisschrank stehen, filtriert 
und wascht nach mit eiskaltem Wasser, absolutem Alkohol und Ather. 
Die Kristalle, im Exsikkator tiber P,O, getrocknet, zeigen den Schmelz- 
punkt 190°. Nach Umkristallisieren aus 60 °.igem Alkohol und Reinigen 
mit Tierkohle steigt der Schmelzpunkt auf 200°, was dem d-Mannose- 
phenylhydrazon entspricht. Durch Benzaldehyd wird die Spaltung 
bewirkt, und nach Reinigung erhielt ich einen Zucker, der die Eigen- 
schaften der d-Mannose besaB. Die Mannose, die im Pflanzenreich 
sehr verbreitet ist, wurde von Frankel und Jellineck (5) im Eiereiweil} 
gefunden, dann von Bierry (6) im Blutplasma von Warmbliitlern und 
Vogeln. 

Die hydrolysierte Lésung gibt eine positive Orcin-reaktion. Die 
Destillation in einem aliquoten Teile ergab eine Prozentzahl von 34,9 
Pentose. Um diese zu identifizieren, wird am besten folgendermaBen 
verfahren: Ein Teil der hydrolysierten Lésung wird mit Barytlésung 
solange versetzt, wie noch ein Niederschlag entsteht. Es wird von 
BaSO, abzentrifugiert und noch weiter bis zur schwach alkalischen 
Reaktion (Phenolphthalein) mit Baryt neutralisiert: es wird dabei 
eine relativ kleine Menge Ba-Salz einer Kohlenhydratsadure nieder- 
geschlagen. Man trennt davon ab und engt die klare Fliissigkeit bis 
auf 10 cem in vacuo ein. Um den Zucker zu isolieren, verwendet man 
vorteilhaft das von C. Neuberg empfohlene Diphenylhydrazon (7). Zur 
Lésung des Zuckers gibt man langsam 5cem einer Lésung von Dipheny!- 
hydrazin in Alkohol; man erwarmt dann 15 Minuten am Wasserbad 
und 1la4Bt iiber Nacht im Eisschrank stehen. Es scheiden sich weibe 
Nadeln ab, welche abfiltriert und aus verdiinntem Alkohol umkristal- 
lisiert werden. Nach dem Trocknen zeigen sie den Schmelzpunkt 203°; 
sind leicht léslich in verdiinntem Alkohol und Pyridin. 

Durch Benzaldehyd wird das Diphenylhydrazon §gespalten (7) 
und der erhaltene, gereinigte Zucker scheidet nach einigem Stehen 
im Exsikkator kleine Kristalle ab vom Schmelzpunkt 154 bis 155°. 
Das Hydrazon sowie der freie Zucker stimmen in ihren Eigenschaften 
mit denen von d-Arabinose, besonders in der starken Linksdrehung 
der Lésung = 101°, iiberein. 

Die d-Arabinose ist friiher nur auf synthetischem Wege dargestellt 
worden. Léger (8) fand sie jedoch im Aloin, Barbaloin und Isobarbaloin. 

Neben diesen beiden Zuckerarten, d-Mannose und d-Arabinose, 
werden wohl noch andere Spaltprodukte anwesend sein. Eine Kohlen- 
hydratsiure wurde, wie erwahnt, isoliert; sie ist nicht Glucuronsaure 
und wird spater naher untersucht werden. 


Das Polysaccharidprodukt gibt mit dem tuberkulésen Immun- 
serum Prazipitinreaktion bis in Verdiinnung von 1: 3000000. Eine 
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Injektion davon bei Kaninchen oder Meerschweinchen verursacht 
lemperaturerhéhung. 

Aus Tuberkulin wurden durch ahnliche Extraktionen auch Poly- 
saccharidprodukte isoliert, die ahnliche chemisch-physikalische Eigen- 
schaften zeigten und deren Hydrolyse gleichfalls d-Mannose und d-Ara- 
hinose lieferten. Auch die biologischen und immunologischen Eigen- 
schaften waren gleich. 


Literatur. 

1) H. Mueller, Journ. of exper. Med. 43, 9 bis 12, 1926. 2) Laidlaw 
ind Dudley, Brit. Journ. of exper. Pathol. 6, 197. 3) H. Zinsser, Journ. 
of exper. Med. 34, 495. 4) R. Anderson und Renfrew, Journ. amer. chem. 
Soc. 52, 1252. 5) S. Frankel und Jellinek, diese Zeitschr. 185, 392, 1927. - 
6) H. Bierry, C. r. d. VAcad. 190, 404, 1930. 7) C. Neuberg, Ber. 33, 
2248, 1900; C. Neuberg und J. Wohlgemuth, H. 35, 34, 1902. 8) Léger, 
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Uber das Verhalten des Serumeiweibes im Histaminschock. 


Von 
L. Dérer und P. Steffanutti. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nach den Untersuchungen von Dale und Laidlaw ist der bei Carni- 
voren nach héheren Histamindosen eintretende Schock durch eine 
plétzliche Oligaimie verursacht. Der Grund dieser plétzlichen Abnahme 
der zirkulierenden Blutmenge ist einesteils eine Verlangsamung der 
Blutstrémung in den kleinsten periferen GefaBen, andernteils der Austritt 
von Plasma aus der Blutbahn. Die Verlangsamung der Blutstrémung 
ist eine Folge der durch Histamin bewirkten enormen Erweiterung 
der Kapillaren. Fiir den Austritt von Plasma wird eine erhéhte Durch- 
lassigkeit des Kapillarenendothels verantwortlich gemacht. Beide 
Momente fiihren zu den charakteristischen Merkmalen des Histamin- 
schocks, zum plétzlichen Abfall des arteriellen Blutdruckes und zur 
Eindickung des Gesamtblutes. 

Wir stellten es uns als Aufgabe, zu untersuchen, wie sich im 
Histaminschock der Austritt von Plasma aus der Blutbahn im Ver- 
halten des SerumeiweiBes auBert. Es war zu erwarten, daB im Falle 
eines Verlustes simtlicher Bestandteile des Blutplasmas durch die 
Kapillarwand die Konzentration des SerumeiweiBes trotz Eindickung 
des Gesamtblutes unverindert bleibt. Wiirde nicht Plasma in toto, 
sondern eine an EiweiB armere Fliissigkeit aus der Blutbahn treten, 
miiBte es neben der Eindickung des Gesamtblutes auch zu einer Kon- 
zentrationszunahme des SerumeiweiBes kommen. Ahnliche Unter- 
suchungen wurden von Dale und Laidlaw (1), Kuschinsky (7) und 
De Toni (3) gefiihrt. Dale und Laidlaw untersuchten in dieser Richtung 
zwei Katzen. In einem ihrer Fille anderte sich der refraktometrische 
SerumeiweiBwert im Laufe des Schockes nicht. In ihrem zweiten Falle 
kam es jedoch zu einer deutlichen Senkung. Kuschinsky fand im 
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protrahierten Histaminschock bei Hunden keine nennenswerte Ande- 
rung des Serumeiweibes, desgleichen De Toni, der bei Kindern sowohl 
eine Erhéhung wie auch eine Erniedrigung der refraktometrischen 
Werte beobachtete. 


Methodisches, 


Die Versuchsbedingungen sind in dem Protokoll wiedergegeben. 
Blutdruckmessungen wurden nicht vorgenommen, da es uns nicht so sehr 
auf die vergleichende Untersuchung der eigentlichen Zirkulationsstérung 
als auf die der Eindickung des Blutes ankam. Ferner wollten wir auf alle 
Falle auch den geringsten iiberfliissigen Blutverlust vermeiden. AuBerdem 
gestattet die Beobachtung der Blutstr6mungsgeschwindigkeit aus der 
Carotiskaniile bei den einzelnen Blutentnahmen eine geniigende qualitative 
\bschatzung des jeweils vorhandenen Blutdrucks. 


Der EiweiBgehalt des Serums wurde durch Refraktometrie (4) und 
Bestimmung des Gesamtstickstoffs (4) ermittelt. Gleichzeitig wurde in 
jeder entnommenen Probe der kolloidal-osmotische Druck nach Krogh 
und Nakazawa (5) bestimmt. Die Minutenzahl der Hiilsen erhéhten wir 
durch langeres Trocknen (4 Minuten) auf 160 bis 170, da bei der iiblichen 
Minutenzahl von 120 vom Katzenserum noch nachweisbare EiweiBmengen 
dialysieren. Als AuBenfliissigkeit und zu den in Abb. 1 eingetragenen 
Verdiinnungen benutzten wir folgende Zusammensetzung: NaCl 0,865°,, 
CaCl, 0,023°,, KCl 0,022°,. Diese Lésung erwies sich gegeniiber Katzen- 
blutkérperchen als isotonisch. Es wurden Doppelbestimmungen angesetzt 
und der Mittelwert berechnet. Die Trockensubstanzbestimmung wurde nach 
Pinkussen durchgefiihrt. Zur Ermittlung des Verhialtnisses Plasma- 
volumen/Blutkérperchenvolumen wurden 0,83 cem des Blutes in einer 
l-cem-Pipette mit 0,17 ccm 1,6%igem Natriumoxalat gemischt und im 
Hamatokrit bis zur Volumenkonstanz zentrifugiert. 

Das Histaminchlorhydrat injizierten wir in allen Fallen in die Vena 
Jugularis. 


Versuch 1. Katze, 3kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Nach der 
ersten Blutentnahme wurden 0,75 mg Histamin pro Kilogramm Kérper- 
gewicht binnen 20 Sekunden in die Vena Jugularis injiziert. Nach 2 Minuten 
konvulsive Respiration, dann reaktionslos. 





Entnommene Eiweils ’ ; Koll.-os 
Zeit Blutmenge Refrakt Gesamt-N oll.-osm 
Druck 
eem lo mg-°/9 
10% 20’ 12 8,67 1158 283 
10 21 0.75 mg Histamin pro kg 
10 26 5 8.64 1146 280 


Nach 0,75 mg Histamin binnen 5 Minuten keine Anderung des Eiwei®- 
spiegels. 


Versuch 2. Katze, 2,5kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Nach der 
ersten Injektion keine nennenswerte Reaktion, nach der zweiten, kurz 
dauernde inspiratorische Dyspnoe, krampfhafte Bewegungen der Extremi- 
taten, dann Erschlaffung. 


Biochemische Zeitschrift Band 223 97 
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J ” e LUlwetb » 
Zeit ,———y Refrakt — 
ecm %o 
10% 10 4.0 7,85 277 
10 11 0,75 mg Histamin pro kg 
10 13 4,0 7.85 271 
10 39 img Histamin pro kg 
10 33 5,0 7,71 240 
10 45 5,0 7.7 231 


Nach 0,75 mg Histamin pro Kilogramm keine nennenswerte Ver 
anderung. Nach Wiederholung der Dosis geringes Sinken der Eiweils- 
konzentration und Abfall des kolloidal-osmotischen Druckes. 


Versuch 3. Katze, 2,6kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Nach det 
ersten Histamininjektion nur ganz schwach angedeutete Schockerschei 
nungen, nach der zweiten konvulsive Respiration, Krampfe, und nach 
3 Minuten Erschlaffung. 





Entnommene Eiweil} Well ous 
Zeit Blutmenge Refrakt Gesamt-N [~ 
ecm 5 mg-9/5 
gh 18’ 4 7,05 1008 309 
9 19 0,75 mg Histamin pro kg 
9 23 5 6.83 972 281 
9 2 5 6,92 974 288 
9 42 1,2 mg Histamin pro kg 
9 45 5 6.68 949 269 


Nach 0,75 mg Histamin pro Kilogramm, schon binnen 4 Minuten, 
deutliche Senkung der EiweiBwerte und des kolloidal-osmotischen Druckes. 
Eine nach 5 Minuten wiederholte Blutentnahme zeigt keine weitere Ver- 
anderung. Nach weiterer Verabreichung von 1,2 mg pro Kilogramm 
prompter Abfall samtlicher Werte. 


Versuch 4. Katze, 3.2kg. Athernarkose. Carotiskaniile. 





as Entnommene EiweiB colleen. 
Zeit Blutmenge tefrakt Druck 
ecm 0 
10" 11’ 5 7,9 307 
10 12 leem H,0 in die Vena Jugularis 
10 16 5 79 286 
10 21 img Histamin pro kg 
10 26 5 7,76 —_ 


Nach Infusion von lcem destilliertem Wasser keine Anderung des 
refraktometrischen Wertes und geringer Abfall des kolloidal-osmotischen 
Druckes. Nach 1 mg Histamin pro Kilogramm sinkt der refraktometrische 
Wert. ‘ 
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Verhalten des SerumeiweiBes im Histaminschock. 41] 


Aus den angefiihrten vier Orientierungsversuchen ergibt sich 
folgendes: Nach 0,75 bis 1,0 mg intrajugular pro Kilogramm Koérper- 
vewicht verabreichten Histamins kam es binnen den ersten 3 bis 5 Minuten 


in zwei Fallen zu einem deutlichen Sinken sowohl der EiweiBwerte 
wie des kolloidal-osmotischen Druckes. In den zwei anderen Fillen 
konnte nur geringes Sinken des osmotischen Druckes beobachtet werden, 
hingegen war eine Anderung der EiweiBkonzentration nicht nachzuweisen. 
Wurde die Histamindosis wiederholt und erhéht, was wegen der nach 
der ersten Injektion wenig ausgesprochenen Schockerscheinungen 
geschah, kam es auch bei den anfangs refraktaren Fallen zum Sinken 
der EiweiBwerte. DaB sich in den Versuchen 1, 2 und 4 der Eiweib- 
spiegel nicht verdinderte, beweist ferner, daB Blutentnahmen von 4,5 
bzw. 12cem binnen den ersten 5 Minuten noch keine Verdiinnung 
des Blutes zur Folge haben. Es sei schon hier auf das unverhiltnis- 
maBig starke Sinken des osmotischen Druckes hingewiesen. 

Versuch 5. Katze, 2,5 kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Die Histamin- 
dosis wurde wegen mangelnder Schockerscheinungen nach der ersten 
Injektion wiederholt. 





Entnommene Eiweib 


. Trocken- , » , 
Zeit Blutmenge sa —— vee be teikiry 
ecm 0 0 

8h 36’ 5 7.63 298 16 2,6 

8 37 3mg Histamin pro kg 

8 41 5 7,6 292 | 18,8 2.0 

8 46 2,5 mg Histamin pro kg 

8 50 5 7,44 257 19,4 1,9 

9 05 7 7,0 226 18,6 2,2 


Nach 3 mg Histamin pro Kilogramm kommt es bereits in den ersten 
4 Minuten zu einer betrachtlichen Eindickung des Blutes, hingegen bleiben 
EiweiBkonzentration und kolloidal-osmotischer Druck unverandert. Nach 
Wiederholung der Injektion weitere Eindickung des Blutes, Abnahme der 
EiweiBkonzentration und Abfall des kolloidal-osmotischen Druckes. Man 
beachte, daB die binnen 8 Uhr 50 Minuten und 9 Uhr 5 Minuten beob- 
achtete Konzentrationsabnahme des SerumeiweiBes, bereits mit einer 
Verdiinnung des Gesamtblutes einhergeht. 

Versuch 6. Katze, 2.5 kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Nach der 
ersten Histamininjektion konvulsive Atmung, dann plétzliche Erschlaffung. 





ee Entnommene Eiw eifs ne a ee ne Trocken- | Vol. Plasma 
Zeit Blutmenge Refrakt. pe em Denek —— Vol. Blutkorp. 
ecm 0/0 mg-" o 0 

8h 20’ 6 7,3 988 332 21,1 1,55 

8 22 4mg Histamin pro kg 

8 24 6 6,83 943 297 23,12 1,15 

8 29 3 mg Histamin pro kg 

8 34 6 7,0 936 294 22,48 1,10 

8 50 5,5 16,83 940 288 - —_ 
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Versuch 7. Katze, 2,3kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Es komm 
kurz nach Einfiihrung des Histamins zu Atemstillstand, so da wiederho!: 
kiinstliche Atmung notwendig war. 





Entnommene Eiweib Trocken- Oo sms 
Zeit Blutmenge Refrakt. substanz Lo u. Pissme 
‘ Vol. Blutkérp 
cem lo Mi) 
gh 40’ 3,5 8,6 17,7 2,5 
9 41 4 mg Histamin pro kg 
9 43 3,5 8,4 19,7 - 
9 48 3,5 8,3 21,1 1,76 
9 52 Exitus 


2 Minuten nach Verabfolgung von 4mg Histamin pro Kilogramm 
nachweiBbare Erniedrigung der SerumeiweiBkonzentration bei gleichzeitiger 
starker Eindickung des Gesamtblutes. 


Versuch 8. Katze, 3kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Eine Minute 
nach der Injektion typische Schockerscheinungen. 





L 0 ene uwe , ocken- "y , 
Zeit oo Ketrakt. Gesamt-N oe pe sorweont bbe = 
eem Vo } mg-° 0 %Fp 

gb 15’ 6 6,9 866 260 19 1,66 
9 16 4 mg Histamin pro kg 

9 20 6 5,65 742 235 23,4 1,06 
9 26 5,5 5,25 703 209 23,8 1,02 
9 36 7 4.85 630 188 22.6 1,31 


Sehr charakteristischer Versuch. 4 Minuten nach erfolgter Injektion 
von 4mg Histamin pro Kilogramm kommt es zu einer starken Eindickung 
des Gesamtblutes. Gleichzeitig sinken die EiweiBwerte und der osmotische 
Druck bedeutend ab. Die Erholung des Tieres macht sich nach 20 Minuten 
durch das Sinken der Trockensubstanzprozente und Steigen des Quotienten 

Volumen Plasma ; ae . ; : 

- - - bemerkbar, die EiweiBwerte sinken jedoch weiter. 
Volumen Blutkérperchen 
Volumen Plasma 


Die Restaurierung des Ausgangsquotienten |, = - 
8 Bed Volumen Blutkérperchen 


geschieht also durch Verdiinnung mittels einer eiweiBarmen Fliissigkeit. 


Versuch 9. Katze, 3kg. Athernarkose. Carotiskaniile. 2 Minuten 
nach der Histaminverabreichung typischer Schock. Das gewonnene Serum 
war sowohl vor wie nach der Injektion lipamisch. 





cnthomme ciweifh - Trocken- , a 
Zeit pony Ketrakt. npn ease. a bis faathiey 
eem dio mg-° » 'o 

10» 12’ 6 6,36 925 250 15,17 3,1 
10 14 4 mg Histamin pro kg 

10 16 6 | 6,12 899 230 15,58 2,9 
10 29 6 6,16 833 206 16,58 2,68 
10- 36 8 6,03 814 182 16,08 -- 
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Verhalten des Serumeiwei8es im Histaminschock. 413 
Wir finden genau denselben Verlauf, wie im Versuch 8. Sowohl der 
‘Trockensubstanzwert wie der Plasma-Blutkérperchenquotient weisen bereits 
in den ersten 2 Minuten auf eine Eindickung des Gesamtblutes.  Gleich- 
eitig wird das Serum eiweiBbirmer. 20 Minuten nach der Injektion ist das 
Tier bestrebt, sein normales Volumen an zirkulierender Blutmenge durch 
Fliissigkeitszunahme wieder herzustellen, was sich durch Sinken der vor- 
iibergehend erhéhten Trockensubstanz kenntlich macht. Dies gelingt 
nur teilweise, vielleicht durch Riickresorption des aus der Blutbahn ge- 
tretenen Wassers. Der unmittelbare Riickweg ist fiir die herausgetretenen 
EiweiBkérper jedoch abgesperrt und die Konzentration der in der Blutbahn 
verbleibenen Proteine sinkt ebenfalls weiter. Fiir die in diesem Versuch 
auffallende Diskrepanz zwischen dem refraktometrisch und durch den 
Gesamtstickstoff ermittelten EiweiBwert ist die schon erwihnte Lipaimie 
des Tieres verantwortlich, die die Refraktometrie stérend beeintluBt. 

Von den Versuchen 5, 6, 7, 8, 9, in denen Histamindosen von 3 bis 
4mg pro Kilogramm K6rpergewicht verabreicht wurden, ist es in 
vier Fallen unmittelbar nach der Injektion zu einem deutlichen Sinken 
der EiweiBmenge im Blutserum gekommen. Nur im Versuch 5 blieb 
diese Wirkung aus. Wir vermibten jedoch bei diesem Tiere auch die 
ausgesprochenen Schockerscheinungen, obgleich eine starke Eindickung 
des Gesamtblutes vorhanden war. Dab die gewéhnlichen Schock- 
erscheinungen, insbesondere der Biutdruckabfall nicht unbedingt 
mit der Eindickung des Blutes parallel einhergehen mubB, wurde schon 
von Dale und Laidlaw (1) betont. Es konnten jedoch auch im Falle 5 
nach wiederholter groBer Dosis die typischen Schockerscheinungen, 
von einem Serumeiweibverlust begleitet, hervorgerufen werden. Es 
sei hier deshalb nochmals die schon vorher erwahnte Tatsache fest- 
gestellt, daB in unseren Versuchen der EiweiBverlust gleichzeitig mit 
den zu beobachtenden Schockerscheinungen (verlangsamte Blut- 
strémung aus der Kaniile, Atmungsstérung, Erschlaffung) auftritt. 
Versuch 5 erweitert die Feststellung insofern, da er zeigt, daB es trotz 
Eindickung des Gesamtblutes noch zu keinem EiweiBverlust und zu 
keinem auBerlich wahrnehmbaren Schock kommen muB. 

Auch in der Versuchsserie 5 bis 9 ist die unverhaltnismabig starke 
Abnahme des kolloidal-osmotischen Druckes gegeniiber den refrakto- 
metrisch ermittelten EiweiBwerten auffallend. Versuch 8 und 9 zeigen 
eindeutig, daB eine nicht unbetrachtliche EiweiBmenge dauernd aus 
der Blutbahn verschwindet. Von einer Annahme ausgehend, die sich 
nachtraglich als falsch erwies, schalteten wir bei den nachsten zwei 
Versuchen die Milz aus der Zirkulation. 


Versuch 11. Katze, 2kg. Athernarkose. Kleiner Bauchschnitt im 
linken Mesogastrium. Die Milz wurde aus der Bauchhéhle gehoben und 
mit drei Ligaturen unterbunden. Carotiskaniile. Nach der Histamininjektion 
kam es zu langdauernder krampfhafter Dyspnoe mit vorwiegend exspiratori- 
schem Charakter. Wiirgebewegungen fiihrten dann zum Atemstillstand. 
Die Atmung wurde bis zum Exitus dauernd kiinstlich erhalten. Bei den 
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letzten Blutentnahmen fiel die enorme Venositat des Blutes trotz intensive 
kiinstlicher Atmung auf. 





Entnommene Eiweifs » Trocken- > 
: Koll.-osm Vol. Plasma 
Zeit Blutmenge Refrakt. substanz : 
Druck Vol. Blutkér; 


com 6 | "0 | 


10" 50’ 6 8,73 366 19,5 1,96 
10 55 4 mg Histamin pro kg 

10 57 6 8,65 F 20,54 .B4 
i 0 6 8,56 323 21,21 1,75 
11 12 6 8,62 336 21,11 1,74 
11 13 Exitus 


Nach vorhergehender Milzligatur und Injektion von 4 mg Histamin 
pro Kilogramm der gewoéhnliche, wenn auch weniger ausgeprigte Reaktions 
verlauf: Eindickung des Blutes, Verdiinnung der Serumproteine. Das Tier 
erholt sich nicht; es kommt zu keiner nachtraglichen Verdiinnung des 
Gesamtblutes, es bleibt aber auch die weitere Verdiinnung der Serum- 
proteine aus. 


Versuch 10. Katze, 3,8kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Blut- 
entnahme. Bauchschnitt im linken Mesogastrium. Die Milz wird mit zwei 
Ligaturen abgebunden, wobei ein Blutverlust von ungefahr 12 bis 15 ccm 
entsteht. Bauchdecken eingenaht. Nach erfolgter Histamininjektion 
Wiirgebewegungen, krampfhafte Hypnose, dann Atemstillstand. 3 Minuten 
nach der Injektion Exitus. Das zuletzt entnommene Blut ist auffallend 





vendos. 
Zeit _ oy Refrakt Gesamt-N oo i te a ba 

os * ee ruck ea Vol. Blutkérp. 
ecm 0 mg-°!o 

11» 28’ 6 8,39 1171 330 18,17 2,24 

Milzligatur 

11 50° (12)+ 6 8,17 1099 309 17,74 2,50 

11 58 3,5 mg Histamin pro kg 

11 565 6 7,85 1070 253 19,21 1,87 

11 56 Exitus 


Der Versuch zeigt, daB es bereits nach der Milzligatur zu einer Ver- 
diinnung der Serumproteine kam. Diese Verdiinnung betrifft aber im 
Gegensatz zu dem nach Histaminwirkung beobachteten Verhalten auch 
das Gesamtblut, weil Trockensubstanz und Blutkérperchenvolumen eben- 
falls abnehmen. Der Zustand gleicht also jenem nach einer Blutung. Es 
ist schwer zu entscheiden, ob diese Anderung des Blutes auf die Ligatur 
selbst, auf die hierbei erlittene Blutung oder auf den operativen Schock 
zuriickzufiihren ist. Hingegen kommt es auch in diesem Stadium binnen 
2 Minuten zum charakteristischen Bild: weitere Abnahme der Eiweib- 
werte, Abfall des kolloidal-osmotischen Druckes und betrachtliche Ein- 
dickung des Gesamtblutes. 

In den letzten zwei Versuchen, bei welchen der Histamininjektion 
eine Milzligatur vorausging, kommt es also ebenfalls, wenn auch weniger 
deutlich, zu dem bisher beobachteten Verhalten. Die stark akzentuierte 
und unmittelbar nach der Injektion auftretende Atemstérung sowie die 
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ingewohnliche Venositat des aus der Carotis entnommenen Blutes seien hier 
ils Nebenbefund erwahnt. Wir hatten den Eindruck, daB bei beiden 
milzlosen Tieren im Vordergrund der Histaminwirkung ein Bronchial- 
crampf stand. 

Die folgenden zwei Versuche dienten zur weiteren Kontrolle unserer 
Befunde. Es sollte gezeigt werden, ob die beobachtete Senkung der 
EiweiBkonzentration nicht die Folge der einzelnen Blutentnahmen 
war. Wir beschrankten uns deshalb im Versuch 12 auf die Entnahme 
von minimalsten Blutmengen, die gerade zur Bestimmung des 
refraktometrischen und Trockensubstanzwertes notwendig war. Gleich- 
zeitig wurde die Blutstr6mung aus der Kaniile genau beobachtet 
und registriert. 


Versuch 12. Katze, 4kg. Athernarkose. Carotiskaniile. 





Entnommene Eiweil Trocken- 
Zeit * Blutmenge Refrakt. substanz 
com 0 >» 

12h 45’ 0,7 8,71 21,87 Das Blut entstr6mt im Strahl der Kaniile 
12 50 33mg Histamin pro kg 
12 52 1,0 8,24 22.25 | Das Blut fliebt unter geringem Druck 
12 55 1,0 8,13 23,0 | ganz langsam aus der Kaniile 

1 0.8 7.76 peng cS Pia i 

1 05 08 761 eh Die Stromung wird wieder starker 

1 10 1,0 7,50 22.0 Das Blut entstromt im Strahl der Kanile 
ia 

- 0,0 

1 16 jj il 

1 16 1.0 6,86 Die notwendige Blutmenge konnte nur 
1 20 Exitus tropfenweise gesammelt werden 


Es kommt also trotz Entnahme von geringsten Blutmengen zur 
typischen Verainderung des Blutbildes. 2 Minuten nach der Injektion, 
im Stadium der maximalen Blutdrucksenkung, soweit man aus den 
Strémungsverhaltnissen in der Kaniile dies beurteilen kann, ist eine 
deutliche Senkung des EiweiBspiegels bei gleichzeitiger Eindickung 
des Gesamtblutes wahrnehmbar. Die Erholungsphase aus der Zirku- 
lationsstérung, die ungefihr zwischen den Zeitpunkten 1 Uhr und 
1 Uhr 10 Minuten liegt, bringt die Trockensubstanz fast zum Ausgangs- 
wert, die Verdiinnung des Serums geht weiter. Eine grobe Blut- 
entnahme von 110 cem binnen 4 Minuten tétet das Tier, wobei die Serum- 
verdiinnung nur wenig starker als nach der Histaminwirkung ist. 

In dem letzten Versuch wurde ahnlich dem Versuch 4 statt Histamin- 
lésung Leem Ringerlésung injiziert. Wir entnahmen absichtlich etwas 
gréBere Blutmengen. 


Versuch 13. Katze, 4,5kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Nach der 
um 11 Uhr 19 Minuten erfolgten Blutung kollabiert das Tier und atmet 
sehr rasch und obertlachlich. 
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Entnommene Eiweifi : Trocken- 
Zeit Blutmenge Refrakt. Gesamt-N Koll.-osm. substanz 
™ a ‘ Di uck 
eem 0 mg-";9 %9 
11" 05’ 12 7,89 1059 319 16,2 
11 06 lem Ringerlésung 
a. 10 7,89 1051 322 16,0 
11 15 8 7,83 - 315 — 
11 18 8 7,70 1044 305, 291 * 15,6 
11 19 80 7,61 1018 293 _ 
11 23 46 6,96 934 260 14,3 
11 24 | 40 _— — _ 
11 25 8 6,16 — — 


* Wegen grofier Differenz in der Doppelbestimmung wurden beide Werte angegeben 


Wie ersichtlich, laBt die Blutung von 12, 10 und 8 ccm binnen 
3 bis 6 Minuten die SerumeiweiBkonzentration der 4,5 kg schweren 
Katze unbeeinfluBt. Erst nach einem Gesamtverlust von 12 + 10 
+8 = 30ccm Blut erfolgt nach Ablauf von 10 Minuten eine wahr- 
nehmbare Verdiinnung sowohl des Gesamtblutes wie des Serums. Eine 
Blutung von 80 ccm bewirkt schon binnen 3 Minuten eine starke Ver- 
dinnung. Die unverhaltnismaBig gréBere Senkung des _ kolloidal- 
osmotischen Druckes gegeniiber den refraktometrisch ermittelten 
SerumeiweiBwerten veranlaBte uns, ihre gegenseitige Beziehung einer 
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Abb. 1. 
Auf der Abszisse sind die Eiweifkonzentrationen, auf der Ordinate der koll.-osmotische Druck 
in mm H,0 eingetragen. Die gestrichelte und die punktierte Kurve veranschaulichen die 
Beziehung zwischen Eiweifkonzentration und koll.-osmotischem Druck bei kiinstlicher Ver- 
diinnung des Katzenserums mittels Ringerlésung. Kurve XIII entspricht der Serumverdiinnung 
einer Katze bei Blutverlust. 
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eingehenden Priifung zu unterwerfen. Zu diesem Zweck wurden von 
dem im Versuch 8 zwischen 11 Uhr 19 Minuten und 11 Uhr 20 Minuten 
entnommenen Blut eine Serie von Verdiinnungen mit Ringerlésung 
hergestellt und die einzelnen Konzentrationen mit ihren osmotischen 
Druckwerten verglichen. Es ergab sich die in Abb. 1 wiedergegebene 
Beziehung. 

Die gestrichelte Kurve entspricht der Verdiinnung mit Ringer- 
lésung. Die ausgezogene Linie entspricht der Beziehung zwischen 
Konzentration und Druck aus dem gesamten Verlauf des Versuchs 13, 
sie stellt also die Verhaltnisse bei derjenigen Verdiinnung dar, die durch 
das Tier selbst im Verlauf der Blutung bewirkt werden. Es ist eine 
bekannte, insbesondere von Krogh und Verney (6) gepriifte Tatsache, 
da8B der osmotische Druck der SerumeiweiBk6rper in seiner Abhangigkeit 
von der Konzentration nicht der fiir die molekularen dispersen Lé- 
sungen giiltigen Beziehung folgt, vielmehr ist mit wachsender Kon- 
zentration auch ein Anstieg des Druckwertes pro Prozent Eiweil zu 
beobachten. Das Anwachsen der Druckwerte pro Prozent Eiweib 
mit zunehmender Konzentration ist auch aus Abb. 1 ersichtlich. Wie 
wir uns tiberzeugen konnten, anderte sich nichts im Verlauf der Kurve, 
wenn man statt der in die Hiilsen eingefiihrten Konzentrationen die 
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Abb. 2. 


Die gestrichelte und die punktierte Kurve, sowie Kurve XIII sind der Abb. 1 entnommen. 
Die rémischen Zahlen entsprechen den Naummern der Versuchsprotokolle. HU, Ill, V, V1, VIII, 
IX, X entsprechen Serumverdiinnungen im Histaminschock. Der Ausgangswert von Kurve X 
ist irrtiimlicherweise statt bei 330 mm bei 350 mm Wasserdruck eingetragen 
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nach Einstellung des Gleichgewichts aus der Hiilse gewonnenen Kon 
zentrationen setzt, die infolge Adsorption an die Hiilse etwas niedrige: 
als die eingefiihrten sind. Diese Beziehung ist in Abb. 1 durch dir 
punktierte Linie wiedergegeben. 

Fir unsere Fragestellung kommt hauptsachlich der Vergleich 
der Verdiinnung im blutenden Tiere selbst mit der in vitro durch- 
gefiihrten Verdiinnung in Betracht. Wie aus Abb. 1 ersichtlich ist 
ist die erstere fast eine Verlingerung der letzteren. Tragen wir nun 
die an den einzelnen Versuchen gewonnenen Beziehungen zwischen 
Druck und Konzentration ein, so ergibt sich Abb. 2. 

Der steile Abfall der Druckwerte gegeniiber den Konzentrationen 
ist unverkennbar. Der kolloidal-osmotische Druck fallt also gegeniiber 
der EiweiBkonzentration im Histaminschock steiler als es einer Ver- 
diinnung in vitro oder im blutenden Tiere selbst entsprechen wiirde. 
Wir kehren zu diesem Befund bei der Besprechung der Gesamtresultate 
zuruck. 

Besprechung der Versuche. 


Aus den angefiihrten Versuchen ergibt sich folgendes: Nach 
gréBeren Dosen von Histamin (1 bis 4 mg pro Kilogramm), die durch 
die Vena Jugularis in die Blutbahn von Katzen gebracht werden, ist 
trotz Eindickung des Gesamtblutes schon nach wenigen Minuten eine 
Abnahme der EiweiBkonzentration im Serum nachweisbar.  Gleich- 


zeitig sinkt der kolloidal-osmotische Druck. Diese Drucksenkung 
ist jedoch viel tiefer als es der Konzentrationsabnahme verglichen 
mit einer Verdiinnung in vitro und im blutenden Tiere entsprechen 


wiirde. Zur Erklarung dieser Befunde sind zwei Méglichkeiten gegeben. 
Entweder verliert die Blutbahn irgendwo verhaltnismaBig mehr Eiweif 
als Fliissigkeit, also gewissermaBen ein konzentriertes Plasma, oder 
aber die Konzentrationsabnahme der EiweiBkérper im Serum ist die 
Folge einer momentan eintretenden Verdiinnung. Nach der ersten 
Méglichkeit muBten wir also ein selektives Auswandern des Eiweibes 
ent weder in gewisse Organe oder in das Gewebe im allgemeinen voraus- 
setzen. Es seien hier beziiglich nur die Befunde Heidenhains erwahnt. 
Heidenhain (8) fand, daB Extrakte von Blutegeln, Krebsmuskeln, 
Extrakte aus FluBmuscheln, Erdbeeren, Pepton, Galle usw. eine Lymph- 
vermehrung bewirken, wobei der Gehalt der Lymphe an organischen 
Substanzen bei konstantem Salzgehalt zunimmt: das Gesamtblut 


wird an organischen Bestandteilen reicher, das Blutserum armer. ,,Es 
tritt hierbei Blutplasma aus dem Blute in die Lymphe iiber, und zwar 
ein konzentrierteres Plasma als das normale.‘ Diese iiberraschende 
Ubereinstimmung des Blutbefundes kénnte uns leicht dazu verleiten, 
auch das Histamin der oberen Reihe von anaphylaktogenen Substanzen 
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anzugliedern und sich mit Heidenhains Erklarung zu _ identifizieren, 
um so mehr, da wir heute schon vieles iiber die nahe biologische Ver- 
wandtschaft des Histamins mit einer anaphylaktogenen Substanz 
wissen und das Histamin auch stark lymphagog wirkt (2)!. 

Was die zweite Méglichkeit betrifft, nach der der im Histamin- 
schock beobachteten SerumeiweiBabnahme eine Verdiinnung in der 
Blutbahn selbst zugrunde liegt, und fiir die mehrere gewichtige Beob- 
achtungen sprechen, sei auf die entsprechende Literatur hingewiesen, 
namentlich auf die Arbeit von Dale und Laidlaw (1). 

Was nun die von uns beobachtete verhaltnismabig starke Abnahme 
des kolloidal-osmotischen Druckes betrifft, so ist es naheliegend, an- 
zunehmen, daB dies durch die EiweiBfraktionen bedingt wird; denn 
nur so kann es bei verhaltnismaBig kleinen Unterschieden in den 
Gewichtskonzentrationen zu groBen Unterschieden des osmotischen 
Druckes kommen. Ein extremes Beispiel fiir solches Verhalten der Serum- 
eiweiBkérper entnehmen wir der Arbeit von Jversen und Nakazawa (12), 
wo in einem Nephrosefall das Serum, bei einem Eiwei®gehalt von 
6,77°,,, einen osmotischen Druck von 89 mm aufwies, hingegen aber die 
im Harn des betreffenden Patienten gefundene Eiweibmenge von 
1,65 °,, einem osmotischen Druck von 185 entsprach. Deuten wir aber 
die in Abb. 2 veranschaulichten steilen Druckabfalle in diesem Sinne, 
so ist es sehr naheliegend, daB es sich bei dem durch Histamin be- 
wirkten Austreten von EiweiBkérpern tatsdichlich nur um einen Fil- 
trationsprozeB handelt, bei dem die kleineren aber gleich stark osmotisch 
wirksamen EiweiBteilchen bevorzugt werden. Ein Grund zur Annahme, 
daB es sich bei der Konzentrationserniedrigung des Eiweibes nur um 
eine Verdiinnung des Serums als Reaktion auf die plétzliche Abnahme 
der zirkulierenden Blutmenge handelt, ist auch der Umstand, dal die 
nach Histamin beobachtete Verdiinnung des Serums sowohl in ihrem 
zeitlichen Verlauf wie auch in ihrem Ausma® derjenigen nach einer 
gréBeren Blutung gleichgestellt werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Nach Verabfolgung von groBen Histamindosen tritt trotz 
Eindickung - des Gesamtblutes eine Abnahme der Serumeiweil- 
konzentration ein. 

2. Die Senkung des kolloidal-osmotischen Druckes ist im Ver- 
gleich zur EiweiBkonzentrationsabnahme gréBer. 


1 Vgl. hierzu die Verhiltnisse in Quaddeln. E. Rayka, Klin. Wochen- 
schrift 6, 1133, 1926; Th. Lewis, The Vessels of the human skin and their 
response 1927. Vgl. aber ,,Histamin“t von W. Feldberg und E. Schi/f, 
S. 382. Berlin, Julius Springer, 1930. 
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3. Auf Grund dieses Befundes wird auf einen Filtrationsprozet} 


geschlossen, an dem die osmotisch wirksamen kleineren EiweiBbteilchen 
beteiligt sind. 


Zum SchluB ist es uns eine angenehme Pflicht, den Herren Prof 
Rona und Prof. Bickel, die uns in liebenswiirdiger Weise die Durch- 
fiihrung der vorliegenden Arbeit erméglicht hatten, unseren besten 
Dank auszusprechen. 

Ebenfalls danken wir Herrn Dr. Feldberg fiir die uns zur Verfiigung 
gestellte Literatur. 


Literatur. 
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Uber das Verhalten der Serumlipase im Histaminschock. 


Von 
P. Steffanutti. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1930.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die Aufgabe der vorliegenden Untersuchung war, das Verhalten 
der Serumlipase im Verlaufe des Histaminschocks zu untersuchen. 
Folgende Gesichtspunkte waren dabei leitend: Der Histaminschock 
ruft eine Eindickung des zirkulierenden Blutes hervor, die durch einen 
Plasmaverlust verursacht ist!,?. Findet eine Auswanderung des ge- 
samten Plasmas aus den Kapillaren in die Gewebe statt, so diirfte 
keine Anderung des Serumlipasewertes eintreten und die Konzentration 
des Plasmas miiBte unverandert bleiben. Es sollte nun untersucht 
werden, ob dies der Fall ist oder nicht. 


Methodisches. 


Unsere Versuche wurden mit Meerschweinchen und Katzen durch- 
vefiihrt. Die einzelnen Versuchsbedingungen werden im Protokoll wieder- 
gegeben. Die Fehler, die durch Trocknen der Gewebe oder durch groBen 
Blutverlust haitten entstehen kénnen, haben wir nach Méglichkeit auszu- 
schalten gesucht, indem wir die Operationsschnitte kurz anlegten, die 
angeschnittenen Gewebe méglichst kurze Zeit der Luft aussetzten und nur 
kleine Mengen von Blut entnahmen. ‘ 

Die SerumeiweiBkonzentration wurde mittels Refraktometrie nach 
Pulirich bestimmt. Die Serumlipasebestimmungen wurden mittels 
Stalagmometrie nach Rona und Michaelis durchgefiihrt. Die dazu nétigen 
gesittigten Tributyrinlésungen wurden aus dem mehrmals  (sechs- 
bis zwélfmal) mit Wasser ausgeschiittelten, gereinigten Praparat gewonnen. 
Erst dann wurde das Praparat fiir die Versuche angewendet, wenn man aus 
einer gréBeren Menge (5 bis 10g) beim Schiitteln mit 1000 ccm Wasser 
eine Lésung von derselben Tropfenzahl bekam, wie aus 10 Tropfen Tribu- 
tyrin mit 1000 ccm Wasser geschiittelt. Die aus 10 Tropfen Tributyrin 
hei einstiindigem Schiitteln mit 1 Liter zweimal destillierten Wassers 
gewonnene Fliissigkeitsmenge wurde, nach 24stiindigem Stehen, durch 
ein vierfaches, feuchtes Filter abfiltriert und in eine gewéhnliche Spritz 


1 H.H. Dale und P. P. Laidlaw, Journ. of Physiol. 52, 1919. 
* E. Flatow, Ber. d. 11. Tagung d. Deutsch. Phys. Ges. 1929. Vg. 
Histamin von W Feldberg und E. Schi'f, 8S. 361. Berlin, Jul. Springer, 1930. 
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flasche eingegossen, von der erst nach 4 bis 6 Stunden die Lésung zum 
Gebrauch durch Einblasen herausgespritzt wurde. Damit ist eine absolute 
Unabhangigkeit von den an der Oberflache des gesamten Fliissigkeits 
volumens sich ansammelnden ungelésten Tropfen erreicht. Die Pufferung 
des Substratfermentgemisches geschah durch eine Phosphatgemischzugabe 
(2 Teile primiires Phosphat -- 100 Teile sekundaires Phosphat), deren 
Pu (7,76) elektrometrisch gemessen wurde. 


Das Substratfermentgemisch wurde mit einer Ronaschen Pipette 
in einem geschlossenen, sich standig im Wasserbad von 38° befindlichen 
GefiB, stalagmometrisch untersucht. (Die Anordnung ist aus Abb. | 
ersichtlich). 





Abb. 1. 


Als Einheit der Lipasemengen haben wir diejenige Menge definiert, 
die unter den angegebenen Bedingungen eine Abnahme der Tropfenzah! 
in 50 Minuten um 20 bewirkte. 


Protokolle. 


Versuch 1. Meerschweinchen, 0,370 kg Korpergewicht. Athernarkose. 
Aus der Vena axillaris werden 2ccm Blut gewonnen. Unmittelbar nach 
der ersten Blutentnahme werden 0,25 mg Histamin intravenés injiziert. 
Nach wenigen Sekunden krampfhafte Bewegungen und Eintreten einer 
hochdispnoetischen Atmung. Eine Minute nach der Histaminverabfolgung 
werden aus dem Herzen 3 ccm Blut entnommen. 2 Minuten spater Exitus. 


Serumlipasebestimmung. 
l cem einer Serumlésung (1:50) + 50 cem gesattigter Tributyrinlésung 
+ 3cem Pufferlésung (Temperatur 38°, py 7,76). 








1 2 
Zeit Tropfenzah! Zeit Tropfenzahl 
3 146 3 146 
10 143 10 143 
20 134 20 138 
30 129 30 133 
40 124 40 130 
50 120 50 128 


60 117 69 125 
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Quotienten zwischen den 
Serum Eiweils einheiten Konzentrationen 


Lipase- 
ri pro ecm 


0 Lipase Eiweil 


1. Vor dem Schock . 


2. Nach , 1,38 1,04 


or ne 


5,34 62,5 
14 45.0 

Nach dem Histaminschock ist eine Abnahme der Eiwei®k6érper im 
Serum nachwei®Bbar, die von einer verhaltnisméBig gréBeren Abnahme 
der Serumlipase begleitet wird. 


Versuch 2. Meerschweinchen, 0,620 kg Kérpergewicht. Athernarkose. 
Glutentnahme von 24% ccm aus der Vena axillaris. Intravendése Einspritzung 
von 0,15 mg Histamin. Keine besondere Schockerscheinung. Aus dem 
Herzen, 2 Minuten nach der Injektion, Blutentnahme von 3cem. Das 
Tier iiberlebt. 





vs P Lipase- 
Kiweib t 


Serum ; einheit 

0 , pro ccem 

1. Vor dem Schock .. . 5,21 40,0 
2. Nach , . ‘ee oe 5,21 40.0 


Nach der Histaminverabfolgung (0,24 mg pro Kilogramm Gewicht) 
ist in diesem Falle keine Anderung des SerumeiweiBspiegels sowie des 
Lipasegehalts erfolgt. Es ist hier besonders hervorzuheben, daB eine Ent- 
nahme von 2!4,ccem Blut keinen EinfluB auf die Serumkonzentration 
austibte. 


9 


Versuch 3. Meerschweinchen, 0,470 kg. Aus dem rechten Herzen 
Entnahme von 2ccm Blut. 2 Minuten spater werden im rechten Herzen 
0,40 mg Histamin injiziert. Unmittelbar nach der Injektion Eintreten 
von starken Schockerscheinungen. 1 Minute spiter zweite Blutentnahme 
aus dem Herzen. Exitus in der dritten Minute. 


Serumlipasebestimmung. 


1 cem einer Serumlésung (1:50) + 50 cem gesattigter Tributyrinlésung 
3cem Pufferlésung (Temperatur 38°, py 7,76). 








1 2 
Zeit Tropfenzahl Zeit Tropfenzah! 
3 150 3 150 
10 140 10 144 
20 129 20 135 
30 118 30 126 
40 110 40 117 
50 106 50 111 
60 104 60 108 
Lipase- Quotienten zwischen den 
Serum Fiweif einheiten Konzentrationen 
Fo jedbsec Lipase Eiweils 
1. Vor dem Schock. . 6,23 130 124 116 


2. Nach , ‘ re 5,34 105 
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Auch in diesem Falle ist der Histaminschock von einer Abnahme det 
SerumeiweiBkonzentration und von einem entsprechenden gréBeren Abfal| 
des Lipasegehalts begleitet. 


Versuch 4. Meerschweinchen, 0,510 kg. Aus dem Herzen 3 cem Blut. 
0,30 mg Histamin im rechten Herzen. Schock. 1 Minute nach der Injektion 
Entnahme von 3ccem Blut. 2 Minuten spater Exitus. 


Serumlipasebestimmung. 


1 ccm einer Serumlésung (1:50) + 50ccm gesattigter Tributyrinlésung 
3ccm Pufferlésung (Temperatur 38°, py 7,76). 








1 2 
Zeit  ‘Tropfenzahl i Zeit Tropfenzahl 
3 148 3 148 
10 143 10 143 
23 134 20 138 
30 129 30 133 
40 124 40 130 
50 120 50 128 
60 117 60 125 
gigs Lipase- Quotienten zwischen den 
Serum Eiweib einheiten Konzentrationen 
pro cem . - 
9 Lipase Eiweib 
1. Vor dem Schock. . 4.76 60,0 os 
ctor Bee. 4,38 45,0 sans fe 


Ubereinstimmende Ergebnisse mit denen des vorigen Versuchs. 


Versuch 5. Meerschweinchen, 0,440 kg. Athernarkose. Aus der Vena 
axillaris Blutentnahme von 3 ccm, 0,30 mg Histamin im linken Herzen. 
Schock. Aus dem Herzen, 1 Minute nach dec Histamininjektion, Blut- 
entnahme von 3ccem. 1% Minuten spater Exitus. 


Serumlipasebestimmung. 


l ccm einer Serumlésung (1:50) 50 cem gesattigter Tributyrinlésung 
3cem Pufferlésung (Temperatur 38°, py 7,76). 





1 2 
Zeit Tropfenzahl Zeit Tropfenzahl 
3 162 3 162 
10 154 10 154 
20 147 20 143 
39 138 30 135 
40 132 40 129 
50 129 50 124 


60 124 60 119 





Abi 


Vor 


nac 


Put 





e det 


Abfal) 


Blut, 
ktion 


sung 


len 


Vena 
rzen. 
3lut- 


sung 





Verhalten der Serumlipase im Histaminschock. 425 





, Lipase Quotienten zwischen den 
Serum Eiweib einheiten Konzentrationen 
pro eem ; 
| Lipase Eiweits 
Vor dem Schock. . 5,48 80,0 0.91 0.90 
Nach , . poo 6,10 87,5 " * 


Intolge des Schockes Zunahme des Eiweibes sowie des Lipasegehalts 
nu Serum. 


Versuch 6. Meerschweinchen, 0,350 kg. Blutentnahme von 4 ¢cm 
ius der Vena axillaris. Im linken Herzen 0,30 mg Histamin. Schock. 
| Minute spater Blutentnahme von 2 ccm aus dem Herzen. 


Serumlipasebestimmung. 


2c¢cm Serumverdiinnung (1:50) + 50cem Tributyrinlésung 3 cem 
Pufferldsung (Temperatur 38°, pq 7,76). 








1 2 
Zeit Tropfenzahl Zeit Tropfenzahl 
5 149 6 146 

10 139 19 141 

20 123 20 131 

30 112 30 121 

40 108 40 112 

59 106 50 109 

60 105 60 107 

Lipase- Quotienten zwischen den 
Serum Eiweii einheiten Konzentrationen 
Oo srpctins 35 Lipase Eiweil 

L Vor dem Schock. . 6,08 36,25 1.21 1.13 
2. Nach , - — 5,29 30,00 


Neben einer Abnahme des SerumeiweiS8spiegels ebenfalls gréBere 
Abnahme des Lipasegehalts. 

Versuch 7. Meerschweinchen, 0,600 kg. Aus dem Herzen Blutentnahme 
von 2cem. Im linken Herzen 0,30 mg Histamin. Schock. 14) Minuten 
nach der Injektion zweite Blutentnahme. Exitus etwa | Minute spater. 


Serumlipasebestimmung. 


4ccm Serumverdiinnung (1:25) 50cem Tributyrinlésung + 3 ccm 
Putterlésung (Temperatur 38°, py 7,76). 





l 2 
Zeit Tropfenzahl Zeit Tropfenzahl 
+ 143 2 147 
12 127 10 131 
22 108 20 109 
32 104 30 104 
48 103 40 102 
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; Lipase- Quotienten zwischen den 
Serum Eiweif einheiten Konzentrationen 
ro cem - ame ~—-—p at 
‘ Lipase Eiweifi 
1. Vor dem Schock. . 4.58 17,1 on . 
> a nie ale 0.97 0,96 
2. Nach , - as 4,77 17,5 


Wie in Versuch 5, nach Histaminschock Konzentrationserhéhung cd: 
Serums, aber mit relativ gleicher Zunahme des Lipasegehalts und des Serun 
eiweibspiegels. 


Versuch 8. Katze, 3kg. Athernarkose. Einfiihrung in Carotis eine: 


paraffinierten Glaskaniile. Nach der ersten Blutentnahme wird 0.75 my 


Histamin in die Vena jugularis injiziert. Nach 2 Minuten konvulsiv: 
Respiration, dann reaktionslos. 





Entnommene 


Zeit Blutmenge Eiweib 
ecm 0 
105 20’ 12 8.67 
10 21 0,75mg Histamin pro kg Korpergewicht 


Serumlipasebestimmung. 


leem Serumverdiinnung (1:25) + 50cem Tributyrinlésung — 3 ecm 


Pufferlésung (Temperatur 38, py 7,76). 





1 2 
Zeit Tropfenzahl Zeit Tropfenzah! 
2 150 2 150 
10 146 10 146 
21 142 20 142 
45 130 45 130 
60 124 60 124 


Nach 0,75 mg pro Kilogramm keine Anderung des Lipasegehalts sowit 
der EiweiBkonzentration. Es ist hier auch hervorzuheben, da®B eine Ent- 
nahme von 12 ccm Blut keinen EinfluB auf die Serumkonzentration ausiibte. 


Versuch 9. Katze, 2,5kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Nach det 
ersten Injektion keine nennenswerte, nach der zweiten kurz dauernde 
inspiratorische Dyspnoe, krampfhafte Bewegungen der Extremititen, 
dann Erschlaffung. 








Entnommene tae Lipase- Quotienten zwischen den 
Zeit Blutmenge Eiweif einheiten Konzentrationen 
eem %p saeicihie ios Lipase Eiweif 
10> 10’ 4 7,85 33,12 
' 10 11 0,75 mg Histamin pro kg 1,0 1,0 
a 10 18 4 7,85 33,12 
10 30 1 mg Histamin pro kg 1,32 1,02 


10 33 5 7,71 25,00 
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Verhalten der Serumlipase im Histaminschock. ray 


Serumlipasebestimmung. 





2cem Serumverdiinnung (1 : 25) 50cem Tributyrinlésung 3 cem 
Pufferlésung (Temperatur 38, py 7,76). 
1 2 
Zeit Tropfenzah! Zeit Tropfenzahl Zeit Tropfenzahl 
3 147 3 147 3 147 
10 142 10 142 10 143 
25 129 25 129 25 131 
40 114 40 114 40 117 
50 106 50 106 50 110 


Nach Verabfolgung von 0,75 mg Histamin pro Kilogramm keine 
Anderung. Nach Injektion von 1 mg Histamin pro Kilogramm Abfall der 
EiweiBkonzentration und starkere Abnahme des Lipasegehalts. 


Versuch 10. Katze, 


2,5kg. Athernarkose. 


Carotiskaniile. Nach 


Histamininjektion konvulsive Atmung, dann plétzliche Erschlaffung. 





Quotienten zwischen den 





Entnommene Nien Lipase- a8 — 
Zeit Blutmenge Eiweils einbetten Konzentrationen 
cem 0 ee Lipase Eiweil 
8h 20’ 6 7,30 36,25 
8 22 4mg Histamin pro kg 1,32 1,06 
8 24 6 6,83 27,50 


Serumlipasebestimmung. 





leem Serumverdiinnung (1: 25) 50 cem Tributyrinlésung 3ccm 
Pufferlésung (Temperatur 38, px 7,76). 
1 2 
Zeit Tropfenzahl | Zeit Tropfenzahl 
3 150 3 150 
10 140 10 141 
20 134 20 135 
30 128 30 130 
40 119 40 126 
50 113 50 122 
69 111 60 119 


In diesem Versuch ist die relativ starkere Abnahme des Lipasegeha!ts 
gegeniiber der EiweiBsenkung noch deutlicher. 
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Ve rsuch aa. Katze, = 
wurde wegen mangelnder 
wiederholt. 


P. Steffanutti: 


5 kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Das Histarm 


Schockerscheinungen nach der ersten Injekti 





ler 





Entnommene ; Lipase- Quotienten zwischen d 
Zeit Blutmenge Eiweif einheiten Konzentrationen 
pro cem R “ 
ecm Lipase Eiweib 
8h 36’ 5 7,63 16,75 
8 37 3mg Histamin pro kg 
8 41 5 7,60 — 1,48 1,23 
8 46 2.5 mg Histamin pro kg 
8 50 5 7,44 — 
9 05 7 7,00 11,25 
Serumli pasebestimmung. 
leem Serumverdiinnung (1:25) 50cem Tributyrinlésung 3 com 
Pufferlésung (Temperatur 38, py 7,76). 
1 4 
Zeit Tropfenzahl Zeit Tropfenzahl 
3 149 3 149 
15 146 10 147 
30 142 25 144 
40 139 40 141 
55 136 60 136 
80 128 80 132 


Versuch 12. 


Katze, 2,3 kg. 


Athernarkose. Carotiskaniile. Es kommt 


kurz nach Ejintiihrung des Histamins zu schweren At mungserscheinungen 





Entnommene 


Zeit Blutmenge Eiweib einheiten Konzentrationen 
pro ecm THe “< 
ecm Lipase Eiweils 
gh 40’ 3,5 8,60 21,15 
9 41 4mg Histamin pro kg 1,08 1,03 
9 49 7 8,30 19,75 
Serumlipasebestimmung. 
leem Serumverdiinnung (1:25) + 50cem Tributyrinlésung -- 3 ccm 


Lipase- Quotienten zwischen den 


Pufferlésung (Temperatur 38, pq 7,76). 








1 2 

Zeit Tropfenzahl Zeit Tropfenzahl 
2 146 2 146 
10 142 10 143 
25 138 25 139 
40 132 40 134 
55 127 55 129 
90 114 90 118 


Pui 


nac 
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Versuch 13. Katze, 3kg. Athernarkose. Carotiskaniile. Typische 
Schockerscheinungen 1 Minute nach der Histamininjektion. 





Quotienten zwischen den 


Entnommene Lipase- : 
Konzentrationen 


Blutmenge Eiweifi einheiten 
ecm pro cem Lipase Eiweif 
6 6 28,75 

4mg Histamin pro kg 1,28 1,12 


1,5 5,25 22.50 Hed s 
4.85 21.25 1,35 1,23 


Serumlipasebestimmung. 


leem Serumverdiinnung (1:25) + 50cem Tributyrinlésung 3 ccm 
Pufferl6sung (Temperatur 38, py 7,76). 





1 ‘ 3 


Tropfenzahl Tropfenzahl Zeit Tropfenzahl 


145 145 2 145 
141 142 10 142 
134 25 137 25 138 
128 40 131 40 133 
120 50 128 50 130 
60 118 60 124 60 126 


Versuch 14. Katze, 3kg. Athernarkose. Carotiskaniile. 2 Minuten 
nach der Histamininjektion typische Schockerscheinungen. 





t : 
nm Quotienten zwischen den 


y ( ene a Snece. 
Entnommen Eiweifi Lipase Konzentrationen 


Ter 
Blutmenge einheiten 


eem 0/5 pro cem Lipase Eiweif 


10 12’ 6 6,36 19,37 
10 14 4mg Histamin pro kg 

10 16 6 6,12 17,50 
10 29 6 6,16 . 
10 36 8 6,03 15,18 


Serumli pasebestimmung. 


leem Serumverdiinnung (1:25) + 50 cem Tributyrinlésung + 3 cem 
Pufferlésung (Temperatur 38, py 7.76). 





Tropfenzahl Zei Tropfenzahl Tropfenzah] 


146 146 f 146 
1431), 143 143 
140 140 , 141 
137 137 138 
134 5 133 134 
128 129 130 
120 122 124 
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In den Versuchen 11, 12, 13, 14 ist das Abnehmen des Lipasewert: 
des Serums infolge Histaminschocks sehr deutlich; ebenfalls deutlich zeig 
sich das verhaltnismaBig starkere Abnehmen des Lipasegehalts gegeniibe 
dem Abfall des SerumeiweiBes. 

Aus den Versuchen ergibt sich folgendes: Nach Histaminschock 
im Meerschweinchen bzw. in Katzen entsteht eine Abnahme des Serum 
lipasewertes neben einem gleichzeitigen Abfall der SerumeiweiBkérpe1 
konzentration. Diese Tatsache wurde bei Katzen immer beobachtet 
wahrend bei Meerschweinchen in zwei Fallen eine Zunahme der Serum 
konzentration im Verhaltnis zum Lipasewert und zur Eiweifkérper- 
konzentration eintrat. 

Von diesen beiden Versuchen abgesehen, ist die beobachtete Ab- 
nahme des Lipasewertes verhaltnismaBig gréBer als der Abfall der Serum- 
eiweibkonzentration. In den beiden Fallen aber (Meerschweinchen), 
in denen eine relative Zunahme der Plasmakonzentration eintrat, 
wurde eine gleichmaBige Zunahme des Lipasewertes mit der Protein- 
kérpersteigerung beobachtet. Wenn man nun den Gesamtplasma- 
verlust im Histaminschock mit einer Erhéhung der Kapillarwand- 
permeabilitat erklart, fiihren die oben gegebenen Versuchsergebnisse 
zur Annahme eines Filtrationsprozesses, von dem wahrscheinlich die 
Teilchen (EiweiB und Lipase) nicht gleichmaBig, sondern verschieden 
nach ihrer GréBe betroffen werden. 

Die Versuche sprechen jedenfalls nicht in dem Sinne, daB die Lipase 
an die EiweiBkorper gebunden im Blute zirkuliert!. Auf alle Fille ist 
die Menge des Ferments, die nicht an EiweiB gebunden sich im Blute 
befindet, anscheinend grof. 


Ergebnis. 
1. Im Histaminschock ist eine deutliche Abnahme des Serum- 
lipasewertes nachgewiesen worden. 


2. Nach den erhaltenen Resultaten scheint die Lipase zum groBen 
Teil mit dem Eiwei®kérper des Serums nicht eng verbunden zu sein. 


1 Vgl. hierzu K. Gyotoku u. S. Terashima, diese Zeitschr. 217, 293, 1929. 
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Wirkung des Schwetfelwasserstoffes auf die Atmung der Insekten. 


Von 
J. A. Parfentjevy und H. Lippmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Berliner 
Universitat. ) 


(Eingegangen am 13. Mai 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit haben wir uns bemiiht, die minimale Dosis letalis 
von H,S auf Insekten und ferner die Wirkung dieses Gases auf den 
Gasstoffwechsel der Insekten zu bestimmen. Um den Gasstoffwechsel 
zu messen, bedienten wir uns des Barcroft-Verzar-Apparates und des 
Kroghschen Mikrogasanalysators. 

Als Versuchstiere benutzten wir die grobe amerikanische 
Schabe, Periplaneta americana. In normaler Atmosphare war der 
Barcroft-Verzar-Apparat zur Messung des Gasaustausches geeignet, 


aber in H,S-Atmosphire konnten wir diesen Apparat nicht be- 








Abb. 1. Abb. 2 


nutzen. Deshalb nahmen wir den Kroghschen Apparat, der eine 
Sauerstoffanalyse auch in Gegenwart von H,S ermdglicht. Die zur 
Bestimmung auf Sauerstoffgehalt notwendige Gasblase aus der zu 
analysierenden Atmosphire entnahmen wir dem schematisch wieder- 
gegebenen Apparat. Er besteht aus einem 60 ccm fassenden Behilter, 
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aus einem doppelt durchbohrten Stopfen, aus einer durch eingeschliffenen 
Glashahn abschlieBbaren, von der zu untersuchenden Atmosphare 
bis zum Kroghschen Apparat reichenden Kapillare, und aus einem 
durch die Atmosphire im Versuchsraum mit dieser in Verbindung 
stehenden verschlossenen Gummischlauch. Durch die véllig mit Wasse: 
gefiillte Kapillare, die ohne Luftblase in den Kroghschen Apparat 
fihrt, wird die zu entnehmende Gasblase mit dem Gummischlauch 
vorsichtig tibergepreBt. Im Kroghschen Apparat wird das Volumen 
der Blase bis zur Konstanz abgelesen, sodann das unter ihr befindliche 
Wasser durch Na,S,O,-Lésung ersetzt und das um das Sauerstoff- 
volumen verminderte Gasvolumen wiederum zur Konstanz gebraucht. 
Die jeweilige Anzahl der Versuchstiere war in Abhangigkeit von der 
Dauer der Experimente verschieden. Und zwar benutzten wir bei 
40 minutigen Versuchen 5 Schaben, bei | stiindigen 4 Schaben und bei 
6 stiindigen 2 Schaben. Um Bewegungen der Tiere auszuschlieBen, was 
unkontrollierbare Fehler verursacht hatte, da sie “en Gasaustausch 
beschleunigen, brachten wir die Tiere unter Glaswolle und maBen nach 
Durchmischung des Gases durch Umschiitteln des Versuchsgefa‘ es. 

Wir haben bei diesen Versuchen zuerst den Sauerstoffverbrauch 
in normaler Atmosphare, dann in einer Atmosphire von H,8, die zur 
Tétung hinreichend war, dann nach Entfernung des Schwefelwasser- 
stoffes wieder in normaler Atmosphare gemessen. Parallel dazu haben 
wir Versuche mit dem Barcroft-Verzér-Apparat durchgefiihrt, in denen 
wir auBer der Messung des normalen O,-Verbrauchs der Tiere vor der 
Vergiftung den nach der Vergiftung maBen, und zwar in verschiedenen 
Zeitabstinden nach der eigentlichen Tétung. Wir geben hier einige 
Protokolle der mit dem Kroghschen Apparat gewonnenen Werte wieder. 
Die wiedergegebenen Werte sind reduziert auf 0° und 760 mm Hg. Der 
Sauerstoffverbrauch ist berechnet auf 1 g Schabe und auf 1 Stunde. 


Protokolle der Sauerstoffbestimmungen mit dem Kroghschen Apparat. 


Pro Gramm lebender Schabe, pro Stunde bei einer Versuchstempe- 
ratur von 24,5 bis 25° ©, 


Tabelle I. 


Durchschnitt von sechsstiindigen Versuchen. 





In einer zur In normaler Atmo- 
In normaler - Tétung hinreichen- sphiire nach 
Atmosphire den H,S-Atmo- Tétung, nach Ent- 
Verbrauch von sphire fernung von H.S 
cem Og Verbrauch von Verbrauch von 
eem O2 eem Og 
0,443 0,273 — 
0,463 0,250 


0,558 rom 
_ | 0.143 — 
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Tabelle 11. 


Durchschnitt von einstiindigen Versuchen. 





In einer zur In normaler Atmo- 
In normaler Tétung hinreichen- sphire nach 
Atmosphire den H, S-Atmo- Tétung, nach Ent- 
Verbrauch von sphare fernung von H,S 
cem Op» Verbrauch von Verbrauch von 
ecm Os cem Os 
0,499 0,235 - 
0,456 0,315 0,483 


Tabelle III. 


Durchsehnitt von 40-Minutenversuchen. 





In einer zur In normaler Atmo- 
In normaler Tétung hinreichen-  sphare nach HygS 
Atmosphire den H,S-Atmo- Tétung, nach Ent- 
Verbrauch von sphire fernung von H,S 
cem Os Verbrauch von Verbrauch von 
ecm Og cem Op 
0,448 0,319 0,608 
0,391 0,174 0,693 


In H,S-Atmosphire waren die Schaben nach wenigen Minuten 
tot. Den Eintritt des Todes definieren wir (s. auch Parfentjev und 
Devrient') als definitive Bewegungslosigkeit der Tiere. 

Mit dem Kroghschen Apparat haben wir den normalen O,-Verbrauch 
von Schaben pro Gramm und Stunde in den GréBen zwischen 0,391 
und 0,558 cem O, gefunden. Die Versuchstemperatur betrug hierbei 
24,5 bis 25°. Diese Werte bei dieser Temperatur kommen den mit dem 
Apparat von Barcroft-Verzar gefundenen Durchschnittswerten von 
0,57 cem?, wo auch Periplaneta americana benutzt worden war, ziem- 
lich nahe, wenn man beriicksichtigt, da diese bei 26° durchgefiihrt 
worden sind. In H,S-Atmosphire war eine Abnahme des O,-Ver- 
brauchs um 38,3 bis 55,5°,, festzustellen. Nach Entfernung des H,S 
bemerkt man eine betrichtliche Erhéhung des O,-Verbrauchs der Tiere. 
Der durch die Reduktionswirkung des H,S erhéhte Sauerstoffbedarf be- 
triigt bis etwa 300 °,, mehr im Vergleich zum Bedarf in H, S-Atmosphire 
und sogar ungefahr 77°,, mehr im Vergleich zum Verbrauch vor der 
Vergiftung in normaler Atmosphare, was eine Erhéhung des Sauer- 
stoffbedarfs von Geweben nicht mehr lebender Tiere bedeutet. Nun- 
mehr bestimmten wir mit dem Barcroft-Verzdr-Apparat, wie lange 
diese Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs dauert. Wir konnten fest- 
stellen, daB nach 30 bis 60 Minuten der O,-Verbrauch zu demselben 
Wert zuriickkehrte, der vor der Vergiftung bestanden hatte, um dann 


langsam abzusinken. 


| Parfentiev und Devrient. diese Zeitschr. 217, 369, 1930. 
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Wirkung des Schwefelwasserstoffes auf die Atmung der Insekten. 


Die Schaben sind sehr empfindlich gegen H,S. Wir fiihren die 
Werte an, die wir erhielten bei der Bestimmung der letalen H, S-Atmo- 


sphire. Wir maBen den Volumenprozentgehalt der Atmosphire an 
H,S und die zur Tétung notwendige Zeit. 

Der dazu benutzte Apparat bestand aus einem Jenaer Rundkolben mit 
kurzem, weitem Hals (Inhalt 5,9 Liter), einem doppelt durchbohrten, parafti- 
nierten Stopfen, in welchem ein Thermometer und ein mit eingeschliffenem 
Glashahn verschlieBbares Glasrohr steckten. Als Versuchstiere dienten 
je zwei Schaben, die vor Beginn des Versuchs gewogen wurden. Durch 
das Glasrohr wurde aus einer Biirette, deren Kubikzentimeterinhalt geeicht 
war, unter Atmospharendruck mit einer Sperrfliissigkeit von gesittigtem 
H,S-Wasser Schwefelwasserstoff in gewiinschter Menge heriibergebracht 
Das Volumen wurde auf 0° und 760mm Hg berechnet. So konnte eine 
nach Prozentgehalt an Schwefelwasserstoff genau definierbare Atmosphiare 
im Versuchsraum erzeugt werden. Wir betrachteten nun in bestimmten 
Zeitabstanden das Verhalten der Versuchstiere und geben das Ergebnis im 
Bereich der gerade zur Tétung ausreichenden Menge in der Tabelle IV 
wieder. Die Versuchstemperatur betrug 21°, 

Nach einem Tage liegen die nach 20 Minuten noch lebenden Tiere 
auf dem Boden, sind schwach beweglich und die Extremitaten sind 
gelahmt. Auch spiter haben sich die Schaben nicht mebr erholt. 

Bemerkenswert ist noch, da die Lahmungen der Schaben in der 
hinteren Extremitat begannen und iiber die mittlere zur vorderen 
sich fortzogen. Vor dem Auftreten der Lihmungen bemerkten wir 
etwa 5 Minuten dauernde, in 5 bis 10 Sekunden Abstand sich wieder- 
holende Streckkrampfe der Extremititen. Auch die Streckkrampfe 
zogen sich von der hinteren iiber die mittlere zur vorderen Extremitat. 


Zusammenfassung, 
1. Der Sauerstoffverbrauch der Schaben wird in H,S-Atmosphare 
um 38 bis 55°, herabgesetzt. 
2. Der Reduktionswirkung des Schwefelwasserstoffes entspricht 
ein erhéhter Sauerstoffbedarf nach Tétung der Schaben durch H,S 
in normaler Atmosphaére um 300°, gegeniiber dem Bedarf in H,S- 
Atmosphiare, um 77 °, gegeniiber dem normalen Bedarf lebender Schaben. 
Die Erhéhung des Sauerstoffbedarfs halt 30 bis 60 Minuten an, um erst 
dann auf Null abzusinken. 
3. Die zur Tétung der Schaben notwendige Volumenprozentzahl 
der Atmosphare an Schwefelwasserstoff betragt etwa 0,4 °, in 15 Minuten. 
Darunter treten irreversible Lahmungen auf. 





Uber die Identitit des Haimatoporphyrins aus verschiedenen 
Blutarten. 


Von 
Erkki Leikola. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénig]l. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 14. Mai 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Von vornherein ist es nicht ausgemacht, daB die aus dem Blute 
verschiedener Tierarten dargestellten Hamatoporphyrine identisch 
sind. Die Beantwortung dieser Frage laBt sich auBer auf chemischem 
Wege auch durch die Priifung der Lichtabsorption versuchen, und zwar 
stehen hierzu zwei Wege offen: a) die spektrometrische Bestimmung 
der Absorptionsmaxima und -minima, b) die quantitative Bestimmung 
der Lichtabsorption in méglichst engen Raumintervallen lings des 
sichtbaren Spektrums. 

Das erstgenannte Verfahren bietet den Vorteil der gr6Beren Einfachheit, 
das zweitgenannte laBt aber eventuelle Unterschiede auch in dem Falle 
erkennen, wo solche beziiglich der Lage der Absorptionsstreifen nicht 
bestehen oder bloB geringen Grades sind. Es sei diesbeziiglich auf die 
Beobachtungen von Téthi! und von Zilzer* hingewiesen, die den Verlauf der 
Absorptionskurve des Hiimatoporphyrins verglichen haben, wenn dasselbe 
Praparat einmal in Alkohol, ein zweites Mal aber in n/10 Lauge gelést 
gepriift wurde: sie fanden je nach der Art des verwendeten Lésungsmittels 
einerseits die von friiher her bekannten Unterschiede in der Lage der Ab- 
sorptionsmaxima, daneben aber auch weit deutlichere Unterschiede im 
Verlaufe der Absorptionskurven. 

In meinen nachstehend beschriebenen Versuchen, in denen die 
Gleich- oder Verschiedenartigkeit des Himatoporphyrins verschiedener 
Herkunft gepriift werden sollte, habe ich den sub b) erwahnten Weg 
eingeschlagen. 


1 Anna Tethy, diese Zeitschr. 192, 105, 1927. 
2 Vilma Zilzer, ebendaselbst 192, 118, 1927. 
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Einrichtung der Versuche. 


Gut gewaschene Blutkérperchen von Pferd, Rind und Schwein wurden 

nit Ather hamolysiert, die Stromata abzentrifugiert und die so erhaltene 
iemlich konzentrierte Lésung nach Schalfejeff! in kochenden, Kochsalz 
enthaltenden Eisessig eingegossen. (Am Pferd Nr. 1 wurde erst krystalli- 
siertes Haimoglobin dargestellt und dieses auf Hamatoporphyrin weiter 
verarbeitet.) Aus dem zweimal umkristallisierten Acethimin wurde das 
Hamatoporphyrin nach Fischer und Willstdtter® durch Bromwasserstoffsaure- 
Kisessig abgespalten, mit einer gesittigten wasserigen Losung von essigsaurem 
Natrium gefallt und nach drei Stunden langem Stehen am Filter gesammelt. 
Das trockene, pulverf6rmige Praparat wurde teils in tiber Calcitumoxyd 
destilliertem Alkohol, teils in n/10 Natronlauge gelést und mittels des nach 
Vartens und Griinbaum modifizierten Kénigschen Spektrophotometers mit 
groBer Beleuchtungsvorrichtung gepriift. Als Lichtquelle diente eine 
Metallfadengliihlampe. Der Objektivspalt hatte eine Breite von 0,1 mm, 
der Okularspalt, der an diesem Apparate nicht meBbar verstellbar ist, 
wurde ein fiir allemal so breit genommen, da der Spektralausschnitt in 
Rot etwa 15, in Blau etwa 5 wu umfaBte. 


Die Versuchsergebnisse. 

Die stets auf 0,01°,ige Lésungen bezogenen Extinktionskoeffi- 
zienten, die am Hamatoporphyrin von je zwei Pferden, Rindern und 
Schweinen erhalten wurden, sind in den Tabellen I und Il zusammen- 
gestellt, wobei jedoch zu bemerken ist, daB die Daten beziiglich der 
alkoholischen Lésung des Pferdehimatoporphyrins 2 in die Tabelle I 
aus spater zu erérternden Griinden nicht aufgenommen wurden. Aus 
einem Vergleich dieser Tabellen, noch klarer aus nachstehender Ab- 
bildung, in der des Beispieles halber die Extinktionskoeffizienten von 
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1 M. Schalfejeff, zitiert nach WHoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. 
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Pferd Nr. 2 als Ordinaten aufgetragen sind, geht die oben erwahnte, von 
Téthi und von Zilzer hervorgehobene Tatsache hervor, daB die Ab 
sorptionskurven der alkoholischen und wiasserig-alkalischen Lésung 
des Hamatoporphyrins einen sehr verschiedenen Verlauf haben. Be 
ziiglich des hier in Frage stehenden Problems ergab sich aber folgendes. 

Die in der alkalischen Lésung des Haimatoporphyrins von Pferd 
Nr. l und 2 erhaltenen Werte stimmen lings des untersuchten Spektrums 
sehr gut miteinander tiberein; weniger gut ist dies der Fall zwischen 
Schweinehamatoporphyrin | und 2 bzw. auch Rinderhamatoporphyrin | 
und 2. Trotzdem ist deutlich zu erkennen, dab insbesondere im Gebiet 
blauwarts von etwa 580 wy die an den Schweinepraiparaten erhaltenen 
Extinktionskoeffizienten erheblich gréBer sind als am Pferd und am 
Rind. (Besonders klar geht dies aus dem Vergleich der am FuBe der 
Stabe in Tabelle 1 berechneten Summe der Extinktionskoeffizienten 
hervor, welche Summierung selbstverstandlich nur zum Zwecke dieser 


Tabelle I. 


Extinktionskoeftizienten der 0,01, igen wiasserig-alkalischen 
Hamatoporphyrinlésung von 





Mitte des Spektral- 


: -fere -ferc Schwei Schwein 2inc tine 
635.4 0,119 0,109 0,113 0,097 0,088 0,096 
625.5 0,246 0,235 0,251 0,249 0,220 0,240 
§22.5 0,287 0,270 0,291 0,302 0,261 0,282 
619.7 0,313 0,289 0,319 0,327 0,293 0,314 
616.7 0,316 0,290 0,322 0.332 0,296 0,317 
610,3 0.272 0,249 0,271 0,268 0.250 0,263 
605.5 0,238 0,213 0,233 0,220 0,199 0,214 
598.3 0,214 0,202 0,218 0,207 0,168 0,190 
590.4 0,252 0,240 0,267 0,248 0,204 0,233 
578.3 0,453 0,462 0.478 0.480 0.420 0,440 
573.4 0.567 0,565 0,589 0,609 0,543 0,568 
568.5 0,633 0,636 0,673 0.700 0,629 0,652 
565.0 0,625 0,630 0.674 0,696 0,634 0,654 
561.5 0,593 0,599 0,635 0,657 0,592 0,612 
557.6 0,546 0,557 0,584 0,597 0.535 0,560 
555,2 0,544 0,548 0,572 0,579 0,525 0,546 
551.0 0,556 0,557 0,592 0,605 0,535 0,560 
546,1 0,606 0,612 0,653 0,673 0,611 0,640 
541.8 0,675 0,683 0,714 0,765 0.691 0,724 
537.9 0,681 0.697 0,740 0,775 0,705 0,731 
536.4 0.664 0,674 0,721 0,773 0,685 0,706 
533,8 0,628 0,634 0,674 0,699 0,638 0,658 
530.6 0,575 0,585 0,612 0,632 0,568 0.602 
527,0 0,557 0,566 0,601 0,602 0,540 0,573 
522.4 0,599 0,593 0,646 0,648 0.578 0,612 
517.5 0,700 0,694 0,746 0,786 0,690 0,733 
510.6 0,914 0,913 0.965 1,034 0,931 0,962 


Summe: 13.4 13.3 14.2 14.6 13.0 13.7 
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Beweisftihrung einen Sinn hat.) Der Unterschied zwischen Schwein 


einerseits und Pferd und Rind andererseits ist konsequent und weit 
eréBer, als es die zulassigen Versuchs- bzw. Beobachtungsfehler sind. 

Es ergibt sich nun die Frage, ob man hieraus sicher folgern darf, 
daB um Schweinehamatoporphyrin ein anderer Porphyrinring enthalten 
ist als in den beiden anderen Blutarten. Diese Frage laBt sich nicht 
ohne weiteres bejahen; denn, sowie sich aus einer und derselben Blutart 
Hamoglobin) nach verschiedenen Methoden verschiedene (isomere) 
Hamine darstellen lassen, ist es denkbar, daB mit derselben Methode 
aus verschiedenen Blutarten, die ja teilweise recht erhebliche Unter- 
schiede in ihrer Zusammensetzung aufweisen, gerade infolge dieser 
Unterschiede nicht dasselbe Himin bzw. auch Hamatoporphyrin er- 
halten wird. 

Tabelle 1]. Extinktionskoettizienten 
der 0,01°, igen alkoholischen Haimatoporphyrinlésung von 





Mitte des Spektral- 


; *feri Schwe Schwe tine tin« 
er ses Nr 7 Nr - Nt 2 . Nr. Nr 2 
635.4 0,111 0,089 0,101 0,069 0,100 
625.5 0,344 0,332 0,334 0,325 0.359 
622.5 0,440 0,425 0,419 0,426 0,454 
619.7 0,467 0,456 0,472 0,453 0.473 
616,7 0,414 0,395 0,442 0,396 0.415 
610.3 0,301 0,236 0.281 0,233 0),247 
605.5 0,213 0.179 0.206 0,167 0,187 
598,3 0,214 0,178 0,204 0,164 0,195 
590.4 0,269 0,245 0,254 0,214 0,253 
578,3 0,586 0,599 0,578 0,567 0,601 
5734 0,786 0,795 0,789 0.769 0,809 
568,5 0,869 0,879 0,902 0,860 0,883 
565.0 0,741 0,748 0.808 0,734 0,745 
561.5 0,577 0,565 0.644 0,539 0,572 
557.6 0,418 0,395 0,473 0,364 0,422 
555,2 0,358 0,342 0,399 0,309 . 0,352 
551.0 0,321 0.293 0,348 0.262 0.310 
546.1 0,365 0,345 0,389 0,303 0.362 
541,8 0,486 0,488 0,534 0,445 0,497 
537.9 0,719 0,739 0,799 0,694 0,744 
536,4 0,845 0,883 0,959 0,849 0,903 
533.8 1,077 1,135 1,169 1,105 1,130 
530,6 1,254 1,265 1,289 1,271 1,254 
527.0 1,065 1,084 1,08; 1,085 1,094 
522.4 0,742 0.745 0,777 0,720 0,764 
517,5 0,619 0,610 0,645 0,576 0,626 
510,6 0,853 0,905 0,937 0,859 0,921 
Summe: 15.4 15.4 16.2 14,7 15,7 


Es gibt aber noch ein weiteres Moment, das die Sachlage nicht 
hinreichend geklart erscheinen laBt: das ist das Verhalten der alko- 
holischen Lésungen. Denn hier stimmen, wie aus Tabelle IT ersichtlich, 
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auch die von derselben Tierart herriihernden Himatoporphyrine mit 
einander nicht tiberein und sind die Unterschiede an den Hamato 
porphyrinen verschiedener Herkunft nicht gréBer als an Hamato 
porphyrin von zwei Individuen derselben Art. Diese Unstimmigkeiten 
deren Ursache keineswegs in den spektrophotometrischen Ablesunge: 
gelegen sein kann, sind um so auffallender, da stets dasselbe Praparat 
auch in Alkohol gelést zur Untersuchung kam, das in der wiasserig 
alkalischen Lésung die oben erwihnten ziemlich eindeutigen Er 
gebnisse lieferte. Die Ursache mu demnach in den Lésungen selbst 
gesucht werden. Es ist in diesem Institut anliBlich friiherer  ein- 
schlagiger Untersuchungen 6fters beobachtet worden und ist auch mi 
aufgefallen, daB sich die Haimatoporphyrinpraparate vom Schweine 
wohl, jedoch vom Pferde und vom Rinde nicht immer so glatt und 
restlos in Alkohol lésen wie in der wisserigen Lauge, so daB die 
tatsachliche Konzentration der gepriiften Lésungen von der berech 
neten mehr oder weniger verschieden gewesen sein mag, diese 
Fehler ich aber bei der Umrechnung der Extinktionskoeffizienten 
auf die einheitliche Konzentration von 0,01 °,, geltend machen konnte 
DaB aber solche Fehler bei der Bereitung von alkoholischen Hamato- 
porphyrinlésungen nicht unterlaufen miissen, ist wohl selbstredend 
die Ubereinstimmung der Extinktionskoeffizienten an je zwei alkoholi- 
schen Lésungen war in Zilzers Versuchen eine ebenso gute wie an ihren 
zwei alkalischen Lésungen. 

Kin weiterer Umstand, der Beachtung verdient, ist der folgende 
Wenn man laut Vorschrift die verdiinnte Lésung des Himins in Brom- 
wasserstoffsiure-Eisessig so lange mit der gesaittigten Lésung von essig- 
saurem Natrium versetzt, bis die entstandene Fallung nicht mehr zu- 
nimmt, laBt sich beobachten, daB die Farbe des Hamatoporphyrins 
je nach der in der Fliissigkeit erlangten Endkonzentration des essig- 
sauren Natriums und der Zeitdauer, durch die man es hat einwirken 
lassen, eine verschiedene ist; und obzwar auch daran gedacht werden 
muBte, daB die Farbe der Fallung durch die verschiedene Kérnchen- 
gréBe allein schon in der bekannten Weise beeinfluBt werden kann, 
schien es lohnend, die Hamatoporphyrinfaillungen fraktionsweise auf 
ihre Lichtabsorption hin zu priifen. Zu diesem Behufe wurden 2,74 g 
reines Himin von Pferd Nr. 2 in 72 com Bromwasserstoffsaure-Eisessig 
bei 42°C gelést, am niachsten Tage mit dem sechsfachen Volumen 
Wasser verdiinnt, filtriert, mit 80 ccm einer kalt gesattigten Lésung 
von essigsaurem Natrium versetzt, sofort filtriert, gewaschen, ge- 
trocknet und das Hamatoporphyrin in Alkohol gelést der spektro- 
photometrischen Bestimmung zugefiihrt: dies ist die Fraktion a in 
Tabelle III. An weiteren Fraktionen erhielt ich: aus dem Filtrat nach 
Fraktion a wurde nach einer halben Stunde Fraktion 6, nach 7 Stunden 
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Tabelle Il]. 


Extinktionskoeffizienten der 0,01°, igen alkoholischen Lésungen der 
Hamatoporphyrinfraktionen von Ptferd Nr. 2. 





Mitte 

ies Spektral- Fraktion 

vusschnittes 
uu a b c d é f q h j k 
619.7 0,410 0,430 0,402 0462 0.448 0,428 | 0.417 0,394 0,404 0,381 
695.5 0.163 0,180 0,163 0,166 0,198 0,179 | 0,158 0,156 0.164 0,157 
568.5 0,784 0,819 | 0,804 0,898 | 0,834 0,842 | 0,817 0,764 0,810 0,774 
551.0 0,273 0,308 0,312 0,285 0,342 0,330 | 0,295 | 0.290 0,325 0,330 
530.6 1,132 1,166 1,111 1,291 1,156 1.166) 1,149 1,074 1,117 1,076 
517.5 0.557 0.597 0.635 0,615 0.662 0.608 0,589 0.546 0,597, 0.595 


Fraktion ¢ isoliert. Nach Zusatz von 5 ccm der essigsauren Natrium- 
lésung wurde sofort Fraktion d, 16 Stunden spater Fraktion e, nach 
Zusatz von l0cem der essigsauren Natriumlésung und _ sofortiger 
Filtration Fraktion f, 6 Stunden spater Fraktion g erhalten, weiterhin 
17 baw. 25 bzw. 24 Stunden nach Zusatz von je 20 ccm der essigsauren 
Natriumlésung Fraktion h, j und k. 

Diese Fraktionen wurden einzeln in Alkohol gelést und spektro- 
photometrisch gepriift, und zwar Fraktion a und g in denselben engen 
Intervallen, wie in Tabelle I und II, die tibrigen aber bloB an den wich- 
tigen Stellen der Absorptionsmaxima und -minima. In nachfolgender 
Tabelle II] seien der Raumersparnis halber nur die auf die Maxima 
und Minima beziiglichen Daten, und zwar wieder auf eine 0,01 °,ige 
Farbstoffkonzentration umgerechnet, mitgeteilt. Aus dieser Tabelle 
geht hervor, daB die Lichtabsorption der verschiedenen Fraktionen 
eine teilweise recht verschiedene ist, namentlich daB es an einzelnen 
Spektralstellen Fraktion d ist (unmittelbar nach dem zweiten Zusatz 
von essigsaurem Natrium), an anderen Stellen Fraktion e (16 Stunden 
nach diesem Zusatz), die die starkste, durch Fettdruck’ hervor- 
gehobene Absorption aufweist. Es kann also die Konzentration 
und Einwirkungsdauer des zugesetzten essigsauren Natriums von 
erheblichem EinfluB auf die Lichtabsorption des Produktes sein, 
und fragt es sich nun, ob diesem Moment eine Rolle in den von mir 
gefundenen Unstimmigkeiten zukommt. Wenn man _ bei der Dar- 
stellung des Hamatoporphyrins laut Vorschrift so lange essigsaures 
Natrium hinzufiigt, bis sich eben noch ein neuer Niederschlag bildet, 
und dann durch die wahrscheinlich recht willkiirlich gewahlte Zeit- 
dauer von 3 Stunden stehen laBt, ist es ganz gut denkbar, dab hierbei 
nicht eine einzige Fraktion ausfallt, sondern deren mehrere. Und wenn 
auch dies bei der vorschriftsmaBigen Darstellung des Himatoporphyrins 
nicht in dem MaBe stattfindet, wie in dem oben angefiihrten Versuch, 
in dem sich die Gewinnung der Fraktionen iiber 31 Stunden hinzog, 
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und zudem noch wahrend dieser langen Zeit vielleicht auch Licht- 
oder Luftwirkung hinzutrat, ist es nicht unwahrscheinlich, daB das laut 
Vorschrift dargestellte Hamatoporphyrin keine einheitliche Substanz 
ist. Dieser Annahme wiirde nicht widersprechen, wenn man die Licht- 
absorption zweier solcher Praparate in Alkohol gelést verschieden, 
bei Verwendung von Lauge aber gleich finde; denn es gibt Beispiele 
dafiir, daB die Lichtabsorption zweier chemisch verschiedener Farb- 
stoffe in einem Lésungsmittel nahezu die gleiche ist, und erst bei Ver- 
wendung eines anderen Lésungsmittels charakteristische Unterschiede 
aufweist. Aufklarung iiber obige, derzeit schwer deutbare Erscheinungen 
ware von der spektrophotometrischen Priifung kristallisierter, eventuell 
wiederholt umkristallisierter Priparate zu erhalten gewesen, doch war 
es mir aus a4uBeren Griinden nicht méglich, solche herzustellen. Auch 
ist es nicht sicher, daB solche einander sehr nahe stehende Verbindungen 
durch das Kristallisationsverfahren voneinander restlos getrennt werden 
k6nnen. 


ZusammengefaBt lauten die Ergebnisse obiger auf Anregung des 
Herrn Prof. Hari ausgefiihrten Versuche wie folgt: 


1. In wésserig-alkalischer Lésung ist die auf gleiche Konzentration 


bezogene, im sichtbaren Spektrum untersuchte Lichtabsorption des auf 


gewohnliche Weise, also nicht kristallisiert dargestellten Hamatoporphyrins 
vom Pferd und vom Rind gleich groB, am Haimatoporphyrin vom Schwein 
erheblich gréper. 

2. In der alkoholischen Lésung sind die etwaigen analogen Unter- 
schiede dadurch verwischt, daB auch Prdparate aus dem Blute derselben 
Tierart nicht denselben Verlauf der Lichtabsorption aufweisen. Es wird 
auf die méglichen Ursachen dieser Unstimmigkeiten hingewiesen. 
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Der Zitronensiuregehalt im Blutserum des Menschen. 


Von 
B. Benni, B. Scherstén und 0. Ostberg. 


(Aus dem Physiologischen Institut und der Medizinischen Klinik 
der Universitat in Lund.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1930.) 


Mit der von Thunberg angegebenen Methode zum Nachweis und zur 
Bestimmung von Zitronensaure in minimalen Konzentrationen, nament- 
lich in tierischen Flissigkeiten, sind im hiesigen Physiologischen 
Institut und in der Medizinischen Klinik Untersuchungen auch an 
Blutserum des Menschen ausgefiihrt worden. Es waren schon eine Mehr- 
zahl von Ko6rperfliissigkeiten, Harn, Milch, Augenkammerwasser, 
Cerebrospinalfliissigkeit, Sperma und SchweiB untersucht und in allen 
diesen Zitronenséure gefunden worden. Hinsichtlich des Blutserums lag 
nur eine kurze Notiz von Thunberg vor, die besagte, daB im Blutserum 
Zitronensaure nicht in nachweisbarer Menge (,,less than determinable‘) 
hat gefunden werden kénnen. In den Untersuchungen, auf die sich diese 
AuBerung stiitzte, hatte ein Zusatz von Serum zum System Mb-Gurken- 
samenextrakt allerdings eine Senkung der Entfarbungszeit herbeigefiihrt, 
was fiir die Anwesenheit einer Donatorsubstanz, méglicherweise Zitronen- 
siure, spricht. Da die Entfarbungszeit indessen nicht auf die niedrigen, 
fiir die Zitronenséure charakteristischen Werte herabging, konnte das 
Vorkommen dieses Stoffes nicht ais sichergestellt betrachtet werden. 
Die Bedeutung dieser Frage hat uns zur Fortsetzung dieser Unter- 
suchungen veranlaBt, wobei wir auch versucht haben, die Empfindlich- 
keit dieser Methode zu erhéhen. Wir fanden anfangs, daB Serum vom 
Menschen stets eine derartige steigernde Wirkung auf die Entfarbungs- 
intensitat im System Mb-Gurkensamenextrakt zeigt, was, wie schon 
erwahnt, fiir das Vorkommen von Zitronenséure sprechen kann. In 
mehreren Versuchen sind fiir die Entfarbungsgeschwindigkeit beim 
Zusatz von Blutserum auch Werte erhalten worden, die der maximalen 
Entfarbungsgeschwindigkeit entsprechen, die erhalten wird, wenn eine 
hinreichende Menge Zitronensiure als Donator anwesend ist. Das 
Vorkommen von Zitronensiure kann hiermit als bewiesen erachtet 
werden, wenn man nur die Méglichkeit hat, die Anwesenheit von Hexose- 
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diphosphorsaure auszuschlieBen, da auch diese eine ahnliche Ent 
farbungsgeschwindigkeit in dem in Rede stehenden System verursache 
kann. Die Hexosediphosphorsiure wirkt indessen auch auf das System 
Mb-Apfelsinenkernextrakt, welches von der Zitronensdure nicht be 
einfluBt wird. Die Hexosediphosphorsaure hat mit Hilfe dieser Methode 
als eventuelle Ursache der erhéhten Oxydationsintensitaét ausgeschlossen 
werden kénnen. Das Vorkommen von Zitronensaure im Blutserum des 
Menschen kann demnach hiermit als bewiesen erachtet werden. 

Hinsichtlich der Methodik bei der Untersuchung verweisen wir auf 
die unten angefiihrten Schriften. Die Anzahl der von uns ausgefiihrten 
Zitronensdureanalysen betragt 55. In elf Fallen stammte das Serum von 
elf gesunden Studierenden der Medizin mit einem mittleren Alter von 
22 Jahren. Der niedrigste erhaltene Wert betraigt 1,5 mg-°,, und der 
héchste 3,75 mg-°,, (also 15 bis 37,5 4g pro Kubikzentimeter), im 
Mittel 2,6 mg-°,,. Die iibrigen 44 Untersuchungen sind an Patienten der 
Medizinischen Klinik ausgefiihrt worden, wobei auf die Krankheits- 
diagnose im tbrigen keine Riicksicht genommen worden ist. Die 
Werte variieren zwischen 0,9 mg-°,, und 4,8 mg-°,, mit einem arith- 
metischen Mittel von 2,4 mg-%,. Wir erachten es nicht als aus- 
geschlossen, daB diese Werte etwas zu niedrig sind, weil andere 
Serumbestandteile auf die durch die Zitronensiure hervorgerufene 
Entfarbungsgeschwindigkeit etwas verlangsamend wirken diirften 
Wird namlich Zitronensiure mit Serumsalzen in einer fiir das Blutserum 
charakteristischen Konzentration versetzt, bekommt man fiir die 
Entfarbungszeit einen Wert, der eine geringere Zitronensiuremenge als 
die zugesetzte anzeigt. Das gleiche ist der Fall, wenn Zitronensaéure zu 
Serum mit bekanntem Zitronensduregehalt hinzugefiigt wird. Die 
Untersuchungen werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 

Der Zitronenséuregehalt im Blutserum von elf gesunden Studie- 
renden der Medizin mit einem mittleren Alter von 22 Jahren variiert 
zwischen 15 bis 37,5 ug pro Kubikzentimeter (Mittel 26 ug). Im Blut- 
serum von 44 Patienten mit verschiedenen Krankheiten variieren die 
Werte zwischen 9 bis 48 ug pro Kubikzentimeter (Mittel 24 jug). 


Literatur. 
T. Thunberg, diese Zeitschr. 206, 109, 1929. Derselbe, Lunds universitets 
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Uber den Transport 
von Fetten und Lipoiden durch Blut nach Oleingabe. 


Von 
Irvine H. Page, L. Pasternack, Marie L. Burt. 


fAus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut) Miinchen. ] 


(Eingegangen am 16. Mai 1930.) 


Fett- und Lipoidsubstanzen des Blutes haben sicher einen groben 
Anteil an der Ernahrung des Gehirns. Dadurch werden fiir den Gehirn- 
forscher die Bedingungen des Transports dieser Stoffe selbst zu 
einem sehr interessanten Problem. Im Hinblick hierauf unternahmen 
wir eine Untersuchung der Fettsubstanzen des Blutes nach Fett- 
belastung. Wir hofften, da& diese uns recht deutliche Anderungen 
ergeben wiirde, die wihrend des Transports zu den verschiedenen fett- 
deponierenden oder zerstérenden Geweben erfolgen. 

Die Versuche wurden an acht Menschen vorgenommen und wie 
folgt ausgefiihrt: 

Der Versuchsperson wurde morgens bei niichternem Magen 10 ccm 
Blut aus der Armvene entnommen und daraufhin 100 ccm Olivendél 
zu trinken gegeben. Nach verschieden langen Zeiten erfolgten dann 
noch zwei Blutentnahmen. Wahrend des ganzen Versuchs durfte 
beliebig Wasser getrunken aber nichts gegessen werden. Die Resultate 
sind in Tabelle VI zusammengestellt. (Nr. 1 hatte auBer 100 g Olivendl 
noch 5g Cholesterin bekommen.) 


Methodisches. 


Das Blut wurde nach den Vorschriften von Bloor (1) behandelt: 
10cem Oxalatblut wurden unter Schiitteln in einen 160 ccm redestil- 
lierten, 95 °,,igen Alkohol enthaltenden 200-ccm-MeBkolben getropft. Es 
wurde auf dem Wasserbad unter Schiitteln 5 Minuten lang bei leichtem 
Sieden gehalten, abgekiihlt, bis zur Marke aufgefiillt und durch ein 
fettfreies Filtrierpapier filtriert. 


446 I. H. Page, L. Pasternack, M. L. Burt: 


Aufteilumg des alkoholischen Extrakts. 

1. 20 cem fiir die Fettsiurebestimmung nach Bang- Bloor (2). 

2. 20 cem fiir die Bestimmung der Jodzahl nach der Mikrojodzah| 
methode (diese Arbeit). 

3. 20 cem fiir die Cholesterinbestimmung nach Bloor und Lieb 
mann- Burchard (3). 

4. 20 cem fiir die Phosphatidbestimmung nach Bloor (1). 

5. 20 cem fiir die Bestimmung der Ungesattigtheit der Phosphatid: 
nach Bloor und der Mikrojodzahlmethode. 


Die Extraktion mit Alkohol wurde von uns kontrolliert, um nach- 
zusehen, ob kleine Anderungen in der Konzentration die Werte b 
einflussen wiirden. Wir extrahierten zweimal je 5 ccm Menschenblut 
mit je 100cem Alkohol und zweimal je 3ccm desselben Blutes mit 
je 100cem Alkohol. Die gefundenen Fettwerte sind: 


In den 5°,igen Extrakten 486 mg-°,, Fettsaure 


486 - 
3°, igen = 407 _—=Ctéi, 
502 =«C«.» ‘ 


Diese Abweichungen liegen innerhalb der Fehlergrenze. 


1. Fettsiurebestimmung. 

Die Bloorsche Modifikation der Bangschen Methode (2) erwies 
sich zur Bestimmung der Fettsiuren und der Phosphatide sehr ge- 
eignet, da bei vorsichtigem Arbeiten reproduzierbare und mit bekannten 
Substanzen theoretische Werte erhalten wurden. Bloor fand die Fehler- 
grenze dieser Methode zu etwa + 5°,, was wir bestatigen kénnen. 


Tabelle I. 





Mittelwert des GréBte 


Zahl verbrauchten =p rere Abweichung 
Art der Substanz | der Bestim-| n/10 Dichro- re gen Fehler vom 
mungen mats I 1g Mittelwert 
in cem pro 1 mg 9% %p 
Cholesterin 3 3,82 3,92 — 25 3,6 
Stearinsiure . 6 3,59 3,66 — 2,0 5,0 
* 9 3,70 3,66 + 1,1 2,5 
S 3 3,63 3,66 — 0,8 2.4 
Olsiure 3 3,48 3.61 — 85 2,2 


Die wahrscheinlichsten Fehlerquellen liegen, auBer dem Gebrauch 
von ungeniigend gereinigten Reagenzien und unvollstandigem Ab- 
dampfen der verschiedenen Lésungsmittel, in der angewandten Oxy, 
dationstemperatur und Oxydationsdauer. Bloor schreibt: ,,Obwoh| 
die Bestimmung in unserem Laboratorium unter den verschiedensten 
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Bedingungen ausgefiihrt wurde, und wir glauben, dab die angegebene 
Zeit und Temperatur die richtigen Resultate ergeben, so ist es vielleicht 
doch zu viel, zu erwarten, daB immer ahnliche Bedingungen gefunden 
werden, und man wird daher jeweils zu kleinen Anderungen der Tem- 
peratur- und Oxydationsdauer greifen miissen.‘* Wir fanden bei Parallel- 
versuchen, daB die giinstigsten Bedingungen fiir unseren elektrischen 
Ofen 126° und 25 Minuten Oxydationsdauer waren!. 


2. Bestimmung der Jodzahl. 


Zur Bestimmung der Jodzahlen bedienten wir uns der Rosenmund- 
Kuhnhennschen (4) (5) Methodik aus folgenden Griinden: Sie ist 
rasch auszufiihren und fiir unseren Zweck ebenso genau wie die Methodik 
von Wijs und Hanus. Fiir Cholesterin ist sie die einzige, die genaue 
Resultate ergibt [Dam (6)], und gie laBt sich leicht zu einer Mikro- 
methodik ausbauen, was zur Bestimmung kleinster Testsubstanzen 
wichtig ist. 


a) Angewandte Lésungen. Es stellte sich heraus, daB man sich am 
besten n/10 Lésungen herstellt und erst bei jeder Versuchsreihe diese 
Lésungen mit Standardpipetten verdiinnt, da der Titer der Natrium- 
thiosulfat- und der Pyridinsulfatdibromidlésung laingere Zeit hindurch 
konstant bleibt. Bei der Herstellung der Pyridinsulfatbromidlésung 
mu auf standig gute Kiihlung geachtet werden und stets bester Eis- 


essig ,,pro analysi‘‘ angewendet werden, da sonst die Titerwerte stark 
schwanken. Die n/10 Natriumthiosulfatlésung wird vor jeder Versuchs- 
reihe gegen n/10 Kaliumbichromat eingestellt. AuBerdem wurde eine 
10 °,ige Kaliumjodidlésung und eine | °,,ige Dauerstarkelésung benutzt. 

b) Arbeitsvorschriften. Zu etwa 3mg Ol, in 2cem Chloroform 
(Merck pro analysi) gelést, die sich in einem 50-ccm-Erlenmeyerkolben 
mit eingeschliffenem Glasstopfen befinden, wird aus einer Rehberg- 
Mikrobiirette etwa lecm n/20 Pyridinsulfatdibromidlésung zugegeben. 
Der geschlossene Kolben wird dann genau 15 Minuten stehengelassen, 
dann werden 0,3 cem KJ (10°) zugegeben und die Lésung auf schwach 
gelb mit n/20 Natriumthiosulfat titriert. Gegen SchluB der Titration 
schiittele man gut durch, um vollstandige Mischung zu erzielen. Gleich- 
zeitig wird stets ein Leerversuch ausgefiihrt, um den Titer der Pyridin- 
sulfatdibromidlésung zu bestimmen. Wir fanden bei Benutzung von 
Chloroform als Lésungsmittel, da®B ein 50°,iger UberschuB von n/20 
Pyridinsulfatdibromid die Jodwerte von Cholesterin, Olivenél und 


1 Da die Fettsiureberechnung indirekt erfolgt, hangt sie von der 
Genauigkeit der Cholesterinbestimmung ab, und die Fehler in dieser be- 
einflussen jene. Sicherer sind deswegen die Gesamtlipoidwerte und folg- 
lich auch die auf sie und nicht auf die Fettsiuren bezogenen Jodzahlen. 
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Arachidis6l nicht erhéht. Bei der Bestimmung der Jodzahl von Leiné! 
und anderen stark ungesiattigten Substanzen erwies sich dieser Uber- 
schuB als notwendig. Die folgenden Tabellen enthalten die Resultate 
die wir bei bekannten Substanzen mit der Makro- und Mikromethodik 


erhielten. 


Tabelle 11. 


Makro-Jodzahlen 





Olivenél 





a —_ — il Leinél (173--201) 
80,2 91.1 165 171 
81,2 91,0 170 179 
81,4 156 169 
83.0 160 163 
168 166 
Mittelwert — 81,4 Mittelwert 165 
Fehler +2% Fehler + 55% 
Tabelle III. 
Mikro-Jodzahlen. 
Cholesterin- 
Leinél Olivenél Cholesterin Arachidisél ameisensiure- 
ester 
167 83,6 58.6 91.46 61.6 
163 81,8 52.8 92.6 64,11 
173 83,5 58.6 87,2 58 
166 81,7 60,2 87 55 
154 85.1 67,4 90 Mittelwert 
160 Mittelwert 62,3 88 59.8 
160,3 tw 65 Mittelwert theoret. Wert 
152 Fehlergrenze 68 =: OR7 61 
155,7 +25% 67.9 Fehlergrenze Fehlergrenze 
154,7 75* 63 + 38% = —5% 
159 76,8 59 
152 77.9 64 
Mittelwert — 25% 62,8 
159 58.8 
Fehlergrenze 61,2 
— = 4,5 % 58 
141* 62,2 
147 62.5 
149 63,7 
141 63 
139 64,5 
Mittelwert Mittelwert 
- 143 = 62,4 
Feblergrenze Fehlergrenze 
+ 4,2 % = —5 % 


* Es wurden je zwei verschiedene Proben von Leinél und Olivenél untersucht. 
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Fiir Cholesterin und ebenso fiir die Cholesterinester sind die Werte 


im allgemeinen maximal um 5”, zu tief. Die Abweichung vom 
Mittelwert ist am héchsten beim Leinél mit — 4,5°,, und am geringsten 


beim Olivenél mit 2,5°,; diese Werte stimmen sehr gut mit den 
bei der Makromethode erhaltenen tiberein. 


Wurde Tetrachlorkohlenstoff als Lésungsmittel genommen, so 
ergab sich folgende Merkwiirdigkeit: Wahrend bei Anwendung von 
Chloroform ein 50°,iger und noch héherer Uberschu8 von Pyridin- 
sulfatdibromid die Jodzahl nicht wesentlich beeinfluBt, steigt diese, 
wenn man bei Anwendung von Tetrachlorkohlenstoff einen gréBeren 
UberschuB8 zugibt. 








Tabelle IV. 
Cholesterin in CCl, | Cholesterin in HCCI, Olivenél in CCl, Olivenél in HCCI, 
Uberschui Jod- ivberschub pore ~ Uberschub Jod- ~ tberschub Jod- 
0/5 zahl Of zahl- Oy zahl 0'5 zahl 
100 | «85 100 61,2 100 88,2 100 75,7 
66 | 71.6 66 58 66 85,1 66 76,8 
50 61,5 59 62,2 50 80,1 50 77,9 
100 | 79,7 100 62,5 
66 64,3 66 63,7 
50 62.2 50 63.3 


Es ist daher empfehlenswert, zur Vermeidung von Komplikationen, 
Chloroform als Lésungsmittel zu nehmen. 


c) Berechnung der Jodzahlen. accm n/20 Natriumthiosulfat im 
Leerversuch; 6 ccm n/20 Natriumthiosulfat bei der Titration 


(a—b) (0,635) 
Kinwage 


d) Anwendung der Methode auf den Alkoholextrakt. Wir haben 
die Ungesattigtheit der Gesamtlipoide (Cholesterin und Fettséuren) 
direkt in dem abgedampften Alkoholextrakt bestimmt, ohne ihn vorher 
zu verseifen. Wir nehmen jedoch nicht an, daB im Alkoholextrakt 
gar keine anderen jodbindenden Substanzen vorhanden sind. Auch 
ist es nicht ganz richtig, die Jodzahlen eines bestiinmten Extrakts 
auf die durch weitere Manipulationen gewonnenen Fette zu beziehen. 
Wenn wir das dennoch taten, so geschah es aus folgender Uberlegung: 
in einigen Vorversuchen haben wir gefunden, da® die Verseifung mit 
alkoholischem Natriumathylat eine ziemlich rohe Behandlung dar- 
stellt, durch die die Jodzahlen geindert werden, und zwar fallen. 
Andererseits zeigen verseifte und unverseifte Extrakte ziemlich parallel- 
gehende Anderungen der Jodzahlen. 


Jodzahl = 
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Unverseift Verseift Unverseift Verseift 
1 116 97 4 100 85 
2 127 114 5 105 93 
3 126 112 6 108 93 


Wir hielten es also fiir richtiger, die ungesittigten Verbindunge: 
méglichst wenig Oxydationsgefahren auszusetzen und die Jodzahlen des 
abgedampften Alkoholextrakts als Kriterium der Gesamtungesiittigt 
heit zu betrachten. Dies sind zwar keine absoluten, wohl aber durchaus 
zuverlassige und stets reproduzierbare Werte, was bei der Bestimmung 
der Jodzahlen nach Verseifung und nachtraglicher Petrolatherextraktion 
nicht immer der Fall war. Die Berechnung erfolgt einerseits auf das 
Gesamtfett, andererseits auf die Fettsaéuren allein. (Im letzten Falle 
zieht man die fiir das gefundene Cholesterin berechneten Kubikzenti- 
meter n/20 Natriumthiosulfat von den vom Gesamtfett verbrauchten ab. 


Je 10 cem des alkoholischen Extrakts werden in zwei der 50-cem 
Erlenmeyerkolben pipettiert und auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingedampft. Die letzten Spuren von Alkohol werden mittels eines 
kalten Luftstroms entfernt. (Hier diirfte erwaihnt werden, daB bei 
bekannten Substanzen das Abdampfen von Alkohol auf dem Wasserbad 
und das Ausblasen mit Luft, die Jodzahlen sogar bei Leinél nicht 
anderte.) Der Rii¢kstand wird in 2ccm Chloroform gelést und der 
Grad der Ungesattigtheit nach der Mikrojodzahlmethode bestimmt 
Fiir die erste Bestimmung muB ein geniigend groBer UberschuB zu- 
gegeben werden, damit alles abgesittigt ist, d.h. man fiigt solange 
Pyridinsulfatdibromid zu, bis die Lésung deutlich gelb bleibt. Man 
erkennt bald, wieviel fiir eine bestimmte Menge Blut oder Gewebe 
nétig ist. 

3. Cholesterinbestimmung. 

Zur Bestimmung des Gesamtcholesterins wollten wir zunachst 
eine gravimetrische Mikromethode heranziehen, da es bekannt ist 
(Gardner und Jox, Miiller, Fex), daB die kolorimetrischen Methoden 
im allgemeinen zu hohe Werte liefern. Nachdem wir aber bei sehr 
sorgfaltigen und eingehenden Untersuchungen gefunden hatten, dai 
Digitoninfaillungen — in ahnlicher Weise wie die von Szent Gyérgi (10) 
ausgefiihrt — fiir unsere Extrakte aus vielen Griinden unanwendbar 
sind, wandten wir uns doch der Liebermann- Burchhardschen Farben- 
reaktion in der Ausfiithrung von Bloor (3) zu. 


Die Kontrollwerte mit bekannten Cholesterinmengen sind: 
1. Reines Cholesterin. 
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2. Cholesterinester. 
Eimwage. ...... . 0,59mg 
gefunden .... . . . 0,60, 0,58, 0,62 mg 
3. Gehirnextrakt. 
a) ohne Zugabe von Cholesterin. . . . . 0,459 mg 
b) mit * ,». 0,2 mg Cholesterin . 0,659 ,, 
CF w» “ s+ ae = ee « aes os 


 —_ - ae | a - . 0,759 


4. Phosphatide. Die Bestimmung der Phosphatide erfolgte eben- 
falls nach Bloor (1) mit kleinen, unwesentlichen Anderungen (z. B. 
dampften wir die petrolatherische Lésung vor der Fallung mit Aceton 
auf 0,5 statt 2 ccm ein, und gebrauchten zum Lésen und Auswaschen 
der Phosphatidfallung insgesamt 15 ccm Ather; auch saugten wir die 
itherische Lésung mit dem Mund, statt mit einem Gummiball iiber, 
da sich diese Operation so besser regulieren lieB). 

An dieser Stelle sei noch bemerkt, daB wir zur Fallung der Phospha- 
tide stets Aceton ,,pro analysi‘‘ gebrauchten, da wir gefunden hatten, 
daB Acetone verschiedener Herkunft ein und dasselbe Lecithin verschieden 
gut ausfillen. Daran andert Destillation des Acetons gar nichts. 

5. Ungesittigtheit der Phosphatide. Die Phosphatidfraktion wurde 
in derselben Weise wie fiir die Phosphatidbestimmung angegeben, 
isoliert. Da die Anwesenheit von MgCl, die Jodtitration nicht beeinfluBt, 
war es unnétig, den alkolholischen MgCl,-Tropfen abzuzentrifugieren. 
Der Ather wurde einfach von den Zentrifugenglasern in den zur Jodzahl- 
bestimmung dienenden 50-cem-Erlenmeyer iibergefiihrt. Der restliche 
Tropfen Alkohol wurde so entfernt, da®S man die Jodkélbchen fiir 
einige Zeit in einen evakuierten Exsikkator brachte. Der Riickstand 
wurde dann in 2 cem Chloroform gelést, die Ungesittigtheit bestimmt 
und die Jodzahl berechnet auf die Phosphatidmenge, die in Abschnitt 4 
gefunden wurde. 

In Anlehnung an eine Arbeit von H.J.Channon und G. A. 
Collinson (7) haben wir in den verschiedenen Fraktionen der Blut- 
extrakte P- und N-Bestimmungen ausgefiihrt. Channon behauptet 
nimlich unter anderem, da8 in Atherextrakten von Blut ein grober 
Prozentsatz von N vorhanden ist, der auf Grund der gefundenen 
Phosphor- und Fettsiurewerte nicht als Phosphatidstickstoff an- 
gesprochen werden kann und dessen Ursprung nicht bekannt ist. Wenn 
wir im groBen und ganzen die Befunde von Channon bestatigen konnten, 
kam es uns hauptsachlich nur darauf an, festzustellen, ob und wie weit 
der fremde Stickstoff (d. h. die N-haltige Substanz) unsere Oxydations- 
werte beeinfluBt. Zu diesem Zwecke bestimmten wir den N- und 
P-Gehalt des Blutes bei den verschiedenen Stufen der Verarbeitung. 
In Tabelle V sind unsere Versuche zusammengefaBt. Versuche 1 und 2 
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Tabelle V. 





A Bi(=C+ D) Cc D E F 
Ver- Alkohol- Petrolather- Acetonlisl. ee Phosphatide, Fettsaure- 
suche extrakt extrakt Fraktion rete sees capdatin , fraktion 
———— - _ — — —___—_—_, —_—____—__—_—'_. bestimmt 

Nr. N P N P N > N P N P 

1 245 — 13.9 a - _— 1,0 

2 -- 1095 — 5.5 4.5 257 — — 
3 160 140 120 80) 64 48 89 16 20 
+ -- — 11,9; 89) 50 7.0 9,0 15 20 
5 — — 108 102) 4,0 7,2 | 9,9 296 3,0 3,7 
6 — — 19.8: 89) 48 6.0 8.6 244 2,5 | 3,0 


Alle Zahlen bedeuten mg in 100cem Blut. 


wurden mit je 10cem Blutextrakt (= 0,5cem Blut) ausgefiihrt und 
scheinen uns nicht zuverlassig genug, da die Stickstoffwerte sich bei 
diesen kleinen Mengen schon zu nahe an der Fehlergrenze befinden. 
Die nachstfolgenden Bestimmungen fiihrten wir mit 20 + 20 cem Blut- 
extrakt durch, die am Schlu8 vereinigt wurden. 

Zusammenfassend 1aBt sich folgendes sagen: 

Ein groBer Teil des Stickstoffs der Alkoholextrakte (A) wird 
von Petrolather nicht aufgenommen. Der von Petrolather aufgenommene 
Teil (B) wird zu etwa 45°, bei der Acetonfillung der Phosphatide vom 
Aceton zuriickgehalten (C) und entgeht der Oxydation, beeinfluBt die 
Oxydationswerte also nicht. Dennoch bekommen wir in der Phosphatid- 
fraktion (D) etwas zu hohe Werte fiir Stickstoff und zu tiefe fiir Phos- 
phor, wenn wir Stearyl-Oleyllecithin als Basis der Berechnung wahlen: 

Fiir Lecithin werden gefordert: 

1.74% N und 3,8% P 


Wir finden (Versuche 2, 5, 6): 
1.74% N und 3,3% P 
2,40% N 3.5% P 
2,40% N 


Ebenso enthalt die Fraktion der Fettsauren (F) kleine, aber deutliche 
Mengen N und P. Wenn wir uns dennoch berechtigt fiihlen, diese 
Unstimmigkeiten auBeracht zu lassen, so geschieht es aus dem Grunde, 
daB unsere Arbeit im ganzen keine absoluten Werte liefert. Sowohl 
die Fettwerte als auch die Jodzahlen sind relative GréBen und diirfen 
nur als solche betrachtet werden. Untereinander darf man aber die 
verschiedenen Werte unbedingt vergleichen, da die Bestimmungen 
stets in genau der gleichen Weise ausgefiihrt wurden und alle vorhandenen 
bewuBten und unbewuBten Fehler parallel laufen. Anderungen in den 
gefundenen Werten deuten somit nur auf tatsachlich stattgefundene 
Anderungen im Blute. 
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Diskussion. 


In der Bewertung obiger Tabelle sind die Fehlergrenzen der Methode 
zu _ beriicksichtigen. 





Abweichung Abweichung vom 
vom Mittelwert theoretischen Wert 
%lo "lo 
Fettsduren . — 
a eee + 5 —2 
Stearinsaure - 3,5 
Jodzahlen 
Leinol . + 4,5 wall 
Olivenol . . + 2,5 — 2.5 
Arachidisél . r 38 —2 
Cholesterin . Pam | 5 
Cholesterinester . + 7 —5§ 
Phosphatide t 2 —5 
Cholesterin . + 3 -3 


Mit Riicksicht hierauf scheint es uns, daB das Studium der Fett- 
substanzen des Gesamtblutes nach einer Probemahlzeit von 100 g 
Olivenél folgendes ergibt: 

. Der Gesamtlipoidgehalt wird immer erhéht. 
Die Fettsiuren nehmen meistens zu, in einigen Fallen jedoch ab!. 
. Die Ungesattigtheit der Gesamtlipoide bleibt praktisch konstant. 

4. Die Ungesattigtheit der Fettsiuren zeigt kleine Schwankungen, 
die den Anderungen im Fettsauregehalt meist entgegengesetzt ver- 
laufen. 

5. Die Phosphatidfraktion zeigt unregelmaBige Anderungen; auch 
hier scheint das umgekehrte Verhaltnis zu bestehen, d. h. mit Anstieg 
der Phosphatidfraktion ist meist eine Abnahme der Ungesattigtheit 
verbunden, mit Abnahme eine Steigerung der Ungesiattigtheit, wenn 
es auch im allgemeinen keine groBben Schwankungen sind. 

6. Phosphatide und Fettséuren neigen zu Parallelbewegung. 

7. Die Cholesterinwerte steigen praktisch immer in den ersten 
3 Stunden (in Einklang zu den Arbeiten von Knudson (8), Biirger und 
Habs (9). 

Im allgemeinen herrscht die Meinung, da8 die roten Blutkérperchen 
sich nicht sehr aktiv am Transport der Lipoidsubstanzen betiatigen, 
und daher das Gesamtblut nicht so leicht die Verschiedenheiten zeigen 
mag wie Serum. Um uns zu orientieren, hielten wir es fiir besser, 
Gesamtblut zu benutzen. In einer spaiteren Veréffentlichung werden 
wir die Resultate, die wir bei Anwendung von Serum erhalten, mitteilen. 


1 
2 
3 


1 Siehe FuBnote auf S. 447. 
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DaB bei gleicher Behandlung nicht in allen Versuchen in gleichem 
ode Sinne verlaufende Anderungen auftreten, legen wir dahin aus, daB der 
Fettstoffwechsel, der sehr langsam vor sich geht, stark mit den augen- 
blicklichen Verhaltnissen des Kérpers zusammenhingt. Ob die Fett- 
siuren in Reservedepots angesammelt, oder unmittelbar verbrannt, 
oder in Phosphatide verwandelt werden sollen, scheint der Organismus 
sich gut zu tiberlegen; das gleiche gilt fiir die Phosphatide. Es scheint 
eine umgekehrte Beziehung zwischen dem Betrag der Fettséuren und 
der Phosphatide einerseits und der Ungesattigtheit andererseits zu 
bestehen. 
Man hat angenommen, da die Leber das Organ sei, in dem die 
Fettsiuren dehydriert werden, und die Bildung von Phosphatiden 
erfolgt. Das Blut soll dann diese Substanzen aufnehmen und den 
Geweben zufiihren. 
Auf Grund unserer Versuche kénnen wir sagen, daB im Blut eine 
stirkere Dehydrierung nach Olfiitterung nicht wahrzunehmen ist. 
Wir glauben, daB die Ungesattigtheit der Lipoide in den Organen selbst 
tt- entsteht, und daB das Blut nur die Einzelstoffe zutraigt. Die allgemeine 
Ug ' Anwesenheit von Dehydrogenasen aller Art diirfte diese Meinung 
stiitzen. Mit anderen Worten, wir glauben, da eher alle Organe mehr 
oder weniger fiir ihre eigene Dehydrierung und Abbau der Fettsauren 


b1. verantwortlich sind als daB dies nur in der Leber erfolgt, obgleich die 

nt. Leber das aktivste Organ in dieser Hinsicht sein mag. 

on, DaB aktive Sythese von Phospholipoiden auch anders erfolgen 

er- kann, wurde kiirzlich von Sinclair (11) gezeigt, der fand, daB adsorbierte 
Fettsiuren in der Darmmucosa zu Phosphatiden umgewandelt werden. 

ch AuBerdem hat Jost (12) kiirzlich gezeigt, daB die Leber (durchstrémt) 

eg eines der wichtigsten Organe fiir die Verbrennung der Phosphatide und 

eit nicht fiir deren Synthese ist. 

nn 


Zusammenfassung. 


Nach Probemahlzeiten von Olivenél zeigten sich im Menschen- 
en versuch folgende Veranderungen in Gesamtlipoiden : 


nd a) Das Gesamtlipoid steigt an, wihrend die Ungesattigtheit dieser 


Fraktion praktisch konstant bleibt. 


en ; 3 ; i a = 
b) Die Phosphatide zeigen unregelmaBige Anderungen; die Fett- 
n, ‘ ‘ age Pie ; , 
siuren nehmen meistens zu, manchmal ab; die Ungesattigtheit beider 
en s : ; ; . ‘ . : 
Fraktionen scheint eine umgekehrte Funktion dieses Wechsels zu sein. 
er, 
am c) Fettséuren und Phosphatide bewegen sich mehr oder weniger 
" parallel. 


d) Der Cholesteringehalt nimmt praktisch immer in den ersten 
3 Stunden zu. 
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e) Wir glauben, daB die Dehydrierung der Fettsaiuren wahrscbeinlic 
eher eine Funktion aller Gewebe ist, als daB sie nur von der Lebx 


7 
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Postmortale Melaninbildung beim Mehlkifer, 
Tenebrio molitor L. 


Von 
Hans Schmalfuss und Helene Barthmeyer. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitit.) 
(Eingegangen am 16. Mai 1930.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wir haben an einigen Beispielen aus dem Pflanzenreich! untersucht, 
wie sich dort Melanin bildet. Nun hatte es am nichsten gelegen, als 
tierisches Versuchsobjekt den Maikafer? zu wahlen, weil wir wissen, 
da8 er als Melanogen Dioxyphenylalanin® enthalt. Doch war der 
Maikafer fiir die vorliegende Untersuchung wenig geeignet; denn er 
entwickelt sich sehr langsam, farbt sich nicht einheitlich aus und ist 
unerwiinscht groB. Deshalb wahlten wir den schnellebigeren, ein- 
heitlich sich ausfarbenden, kleineren Mehlkafer, obwohl wir bisher 
nur wuBten, daB er als Melanogen o-Dioxybenzolstoff enthalt, wie 
die Mehrzahl aller Kafer*. 

Bei oberflachlicher Betrachtung kénnte man meinen, dab sich die 
Melaninbildungen in Pflanze und Tier grundsatzlich unterschieden; 
denn wahrend bei den untersuchten Pflanzen Melanogen nur auf den 
absteigenden Asten der Lebenskurven in Melanin iibergeht, entsteht 
im Tierreich Melanin oft fast wihrend des ganzen Lebens neu. In den 
Mehlkafern bildet sich sogar um so schneller und um so mehr Melanin, 
je lebenskraftiger und riihriger sie sind. Dieser Gegensatz ist gewib 
auffallig. Aber er beweist nicht, daB sich die beiden Vorgange der 
Melaninbildung grundsatzlich unterscheiden. Denn die Lebenstatigkeit 
hat nur indirekten EinfluB. Sie wirkt doppelsinnig: In den Pflanzen 


1 Diese Zeitschr. 189, 229 bis 232, 1927; 190, 424 bis 432, 1927; Zeitschr. 
f. indukt. Abstammungs- u. Vererbungslehre 47, 261 bis 269, 1928. 

2) H. Schmalfuss und H. Werner, Ber. 58, 2763 bis 2764, 1925; Derselh: 
und H.-P. Miiller, diese Zeitschr. 188, 362 bis 368, 1927. 

3 H. Schmalfuss und H. Barthme yer, Zeitschr. tf. indukt. Abstammungs- 
und Vererbungslehre 53, 67 bis 132, 1929. 


Biochemische Zeitschrift Band 223 





458 H. Schmalfuss u. H. Barthmeyer: 


wird die Melaninbildung durch die Lebenstiatigkeit vorwiegend ver 
zogert, in den Kafern vorwiegend beschleunigt, indem sie auf Werden 
oder Sein der Bedingungen fiir die Melaninbildung einwirkt. 

Um zu erkennen, welche Bedeutung die Lebenstatigkeit fiir die 
Melaninbildung im Mehlkafer hat, werden wir die postmortale Melanin- 
bildung mit der normalen vergleichen. In der vorliegenden Arbeit 
wird zunachst die postmortale Melaninbildung abgehandelt. Das Bild 
der postmortalen Melaninbildung liBt sich nur schwer herausarbeiten, 
weil keine Tétungsart frei von unerwiinschten Nebenwirkungen ist. 
Auf der anderen Seite gewaihren manche dieser Nebenwirkungen wichtige 
Einblicke, die sich an lebenden Mehlkafern nicht hatten gewinnen 
lassen. So konnten wir den Bedingungskomplex fiir die Melaninbildung 
zunachst im toten Mehlkafer umreiBen und zugleich die Kenntnis iiber 
das Oxydationssystem im Mehlkifer erweitern. 

Die nach dem Tode auftretenden Farben weichen zum Teil stark 
von den normalen ab. Die hierfiir verantwortlichen Bedingungen 
diirfen also beim normalen Dunklungsverlauf unberiicksichtigt bleiben. 

Die postmortale Melaninbildung ist meist fermentativ wie die 
normale. Doch ist der frisch geschliipfte Mehlkafer anatomisch und 
chemisch in mancher Hinsicht noch anders beschaffen als der geschlechts- 
reife. Z. B. fehlt o-Dioxybenzolstoff dem nicht chitinisierten Haut- 
skelett des frisch geschliipften Mehlkafers noch fast ganz, wahrend 
der chitinisierte Panzer des geschlechtsreifen Mehlkafers reichlich 
o- Dioxybenzolstoff enthalt!. Dagegen konnten wir in der Himolymphe 
beider anderes Melanogen feststellen. Postmortale und normale 
Dunklung sind also keineswegs notwendig gleich. 


Wir teilten den giinstigen Bedingungskomplex fiir die postmortal 
Melaninbildung vorerst in sechs Bedingungen auf: 





1. Anwesenheit von Melanogen. 
2. Kine geeignete Wasserstoffionenkonzentration. 
3. Anwesenheit geeigneten Ferments. 
4. Anwesenheit von Wasser?. 
5. Anwesenheit von geniigend® Sauerstoff. 
6. Eine geeignete Temperatur. 
Kinige dieser Bedingungen besitzen nach Art oder Menge ein aus- 
gepragtes Optimum. Ferner pflegen manche dieser Bedingungen 


! H. Schmalfuss und H. Barthmeyer, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- 
und Vererbungslehre 53, 67 bis 132, 1929. 
2 H. Schmalfuss und H. Werner, Fermentforschung 8, 123 bis 124, 1924. 
8 Die Zufuhr von Sauerstoff muB ausreichend gréBer sein als die 
" Fortnahme durch starker sauerstoffzehrende Konkurrenzreaktionen. 
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funktional miteinander verkniipft zu sein. So kénnen die Konzentra- 
tionen des Ferments, des Melanogens und des Sauerstoffs! zunehmen, 
wenn der Organismus wasserarmer wird. Wasserverlust kann also die 
Melaninbildung férdern; er kann sie aber auch hemmen, wenn das 
Wasser ins Minimum gerait, oder wenn sich die Wasserstoffionen- 
konzentration? zu sehr vom Optimum entfernt. SchlieBlich ist noch 
die Geschwindigkeit der sauerstoffzehrenden Konkurrenzreaktionen 
von der jeweils vorhandenen Wassermenge abhingig. Die Bedingungen 
miissen also oftmals gemeinsam betrachtet werden. 


Unsere frisch geschliipften Mehlkafer*® zeigen etwa die Farben der 
Spalte 1 in Tabelle I (siehe die iibernichste Seite !) 


Versuchstechnik: Soeben geschliipfte Mehlkifer* wurden auf verschie- 
dene Weise® abgetétet und aufbewahrt. Dunkelten sie, so wurden Art und 
Ceschwindigkeit der Farbung verfolgt. Manchmal entsteht das Melanin 
bevorzugt an einzelnen K6érperstellen. Diese Stellen dunkeln auch wahrend 
der Versuchsdauer bevorzugt weiter. Parallelversuche zeigten aber, 
daB von diesen Stellen nur wenige in allen Versuchen dunkeln. Das Melanin 
kann hier aus den verschiedensten Griinden, bisweilen auch erst nach 
der Bildung, angehaiuft sein. Abgesehen hiervon dunkeln jeweils noch 
solche Stellen, wo sich zufallig®’ Hamolymphe zu Trépfchen zusammen- 
gezogen hat. Man kann beobachten, da8 die Trépfchen? selbst dunkeln und 


1 Die Sauerstoffkonzentration kann auch indirekt durch Wasserverlust 
anwachsen, wenn dadurch die Durchlissigkeit von Membranen fiir Sauer 
stoff gréBer (auch das entgegengesetzte kann der Fall sein) wird oder gar 
lufterfiillte Hohlraume entstehen. 

2 H. Schmalfuss und H. Werner, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- und 
Vererbungslehre 41, 315, 1926. 

3 Solche Kafer dunkeln unter normalen Lebensbedingungen bei etwa 
20° im Verlauf von 4 bis 5 Tagen auf der Unterseite bis zu einem 
dunklen Rotbraun, auf der Oberseite bis zu einem Braunschwarz. Vier 
Stunden nach dem Schliipfen sind die weiBlichen Stellen rotbraun iiber- 
haucht. : 

4 Mannchen und Weibchen brauchen hier nicht getrennt untersucht zu 
werden, da sie sich in ihrem Verhalten ausreichend ahneln. 

5 Um auffallige qualitative Unterschiede zu erhalten, lieBen wir die 
jeweiligen Einfliisse stark und lange wirken. 

6 Bei eindringenden Lésungsmitteln, die mit Wasser nicht mischbar 
sind, entscheidet im wesentlichen deren spezifisches Gewicht dariiber, ob 
sich die Hiimolymphe bevorzugt an der Ober- oder Unterseite des Kafers 
ansammelt. 

7 Solche Trépfchen kénnen im Innern der durchscheinenden Fliigel und 
Fliigeldecken auch lebender Kafer mehrere Kubikmillimeter groB sein. 
Die Trépfchen entstehen dadurch, daB der normale AbfluB der Himolymphe 
gehemmt wurde. Der farblose groBe Tropfen wird dann, ohne seinen Ort zu 
andern, bei geeigneter Behandlung schwarz. Man kann den Tropfen auch 
aus dem lebenden Kafer durch vorsichtiges Einstechen mit spitzer Glas- 
kapillare schnell entnehmen und auferhalb des Leibes durch die gleiche 
Behandlung schwirzen. 
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nicht etwa das angrenzende Gewebe. SchlieBlich kann noch eine Dunklun 
auftreten, die mit fermentativer Melaninbildung nichts zu tun hat. Dies: 
Moéglichkeiten miissen bei der Beurteilung der Versuchsergebnisse beriick 
sichtigt werden. 


1. Einwirkung von Athylalkohol'. 


Bringt man einen frisch geschliipften Mehlkafer im Reagenzglas 
bei Gegenwart von Luft in absoluten Athylalkohol?, so sinkt er unte: 
und hért nach etwa | Minute auf, sich zu bewegen. Nach etwa 4 Minuten® 
entstehen blaugraue Flecken, wo sich Himolymphtrépfchen befinden. 
Nach einigen weiteren Minuten sind Brust und Fliigeldecken blau- 
grau geworden. An den Segmentgrenzen des Bauches sind blaugraue‘! 
Zeichnungen entstanden. Weiter geht die Dunklung nicht. Diese 
Dunklung ist fermentativ. Denn die beschriebenen Erscheinungen 
treten nicht ein, wenn man den Mehlkafer zuvor im geschlossenen 
diinnwandigen Kugelréhrchen fiir 2 Minuten in ein siedendes Wasser- 
bad taucht. 


Vergleicht man die postmortale Dunklung in absolutem Alkohol 
mit der normalen Dunklung des lebenden Mehlkafers, so fallt folgendes 
auf: in Alkohol dunkelt der Mehlkafer ungleichmaBig, aber sehr schnell 
Die entstehende blaugraue Farbe hebt sich anffallig von der normalen 
gelblichbraiunlichen Farbe der bereits chitinisierten Kérperteile ab®. 
Es ist bekannt, daB die normale Dunklung nur in der Kutikula® des 
Hautskeletts statthat. Die Dunklung in Alkohol betrifft aber zum 
mindesten vorwiegend die Hamolymphe. 


Die Dunklung in Alkohol setzt vermutlich deshalb ein, weil die 
Sauerstoffkonzentration im Mehlkafer optimaler wird. Denn Alkoho! 


1 Samtliche Versuche der Arbeit sind mindestens zweimal, meist viel 
6fter ausgefiihrt, mit dem gleichen Ergebnis. 

2 Methylalkohol wirkt prinzipiell gleich. Garungsamylalkohol 1laBt 
dagegen erst nach einer Stunde eine geringe fleckige Braiunung auftreten, 
die sich allerdings im Verlauf weiterer Stunden sehr stark vertieft. 

3 Bei etwas alteren Kafern nach laingerer Zeit. 

4 Eine Braunfairbung des gesamten Kafers, die erst im Verlaut wochen- 
langen Liegens in Alkohol auftritt, blieb unberiicksichtigt. 

5 In unseren Zuchten trat einmal eine Entwicklungshemmung auf. 
Das rechte Vorderbein eines frisch geschliipften Kafers war nicht chitinisiert 
und daher nicht normal braun, sondern weiB. Im iibrigen war das Bein 
normal. Wir benutzten dieses Vorkommnis, um zu priifen, ob an sonst 
braunen Stellen ein Grau auftreten kann. Das war der Fall. 


6 W. L. Tower, Colors and Color patterns of Coleoptera. Dec. Publ. 
Univ. Chicago, first series, X. 1903, zitiert nach F. Ferwerda, Genetische 
Studien am Mehlkifer. Haag, Nijhoff, 1928. 8. 53. 
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und macht es so durch- 


Dunklung 
besonders gut 


2. Binwirkung von Chloroform. 


Bringt man einen frisch geschliipften Mehlkaéfer bei Gegenwart 


von Luft in Chloroform, so héren die Bewegungen des Kafers schon 
nach wenigen Sekunden auf. Der Kafer schwimmt oben in der Fliissig- 
keit. Die Fligeldecken beginnen nach etwa 8 Minuten hauchartig 


grau zu werden?, 


Nach 4 Stunden sieht 


der Kafer im chloroform- 


feuchten Zustande bis auf die helleren Schenkel und Fliigeldecken fast 


iiberall schwarzlich aus. 


Tabelle I. 


Besonders dunkel sind Hamolymphtrépfchen 





Koirperteil 


Kopf 
Mundwerkzeuge 
und Fihler 
Augen 
Halsschild 


Brust 


Schildchen und 
Umgebung 


Flageldecken 
Flagel 
Beine 


Leib 


| H. Schmalfuss, Fermentfotschung 8, 
2 Abgetrennte Fliigeldecken verhalten sich ebenso. 


Frisch geschliipfter Mehlkifer 


vor 


nach 


der Behandlung mit fliissigem Chloroform 


rotbraun, nur Hinterrand und 


Kehle weiplich 


rotbraun 


schwarz 
gelbbraun, nur der Rand 
P “sf? . 
weiplich 
weiblich, nur Episternen und 
Epimeren der Mittelbrust und 
EXpisternen und Parapleuren 
der Hinterbrust braunlich 


hellgelbbraun 


weifi, schwach durchsichtig, 
nur die Schulterbeulen hell 
gelbbraun 


weiflich, stark durchsichtig 


rotbraun, nur die Schenkel 
weiblich 
weiflich, nur die Spitze 
gelblichbraun 


39, 


dunkelbraun, Hinterrand gelb- 
lich, Kehl schwarzlich 


dunkelbraun 


schwarz 


vom Rande her geschwirct, 


Mitte noch rothraun 


schwarzbraun 


schwarzbraun 


; - 
undurchsichtig weifs bis grau 


hauchartig granu, undurch- 
sichtig 


rotbraun, nur die Schenkel 
weiblich bis grau 


schwarzbraun 


1924, 
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innerhalb und auberhalb des Kafers. Gasférmiges Chloroform! 
wirkt unter sonst gleichen Bedingungen wesentlich langsamer und 
schwiacher. Ein Mehlkafer, der in fliissigem Chloroform gedunkelt, 
dann aber an der Luft getrocknet ist, zeigt im Vergleich zum 
frisch geschliipften Mehlkafer (s. Abb. 1) etwa die in der Tabelle | 
aufgefiihrten Farben. 


Abb. 1. 
Von links: Tier 2 und 4 sind mit Chloroform behandelt 
und gedunkelt. Tier 1 und 3 sind unbehandelte Ver- 


gleichstiere 


Kein anderes einheitliches Losungsmittel? ruft eine so tiefe Dunklung 
hervor. Chloroform wirkt aber langsam, denn nur kurz in Chloroform 
getauchte Mehlkafer sterben, aber dunkeln fast nicht. Chloroform be- 
schleunigt noch nach 6 Minuten langer Einwirkung die Dunklung 
deutlich gegeniiber einem Vergleichstier, das nach dieser Zeit in eine 
lufthaltige, feuchte Kammer iibertragen wurde. Kohlenstofftetra- 
chlorid laBt iibrigens noch langsamer dunkeln. Behandelt man aber 
einen frisch geschliipften Mehlkafer 3 Minuten mit Alkohol ver, so 
wirken Chloroform und Kohlenstofftetrachlorid gleich schnell ein. 
Die Dunklung beginnt dann schon nach weiteren 3 Minuten. Wiassert 
man nach der Behandlung mit Alkohol 3 Minuten, so andert sich an 
dem Ergebnis nichts. Mit Alkohol vorbehandelte Mehlkafer dunkeln 
in Chloroform? (Kohlenstofftetrachlorid) starker als in Alkohol oder 
Chloroform (Kohlenstofftetrachlorid) allein. 

Wir priiften daher im Verlauf der Arbeit in den Fallen, in denen 
nach chemischer oder physikalischer Einwirkung keine Dunklung 
auftrat, mit Chloroform, ob irgendein Faktor fiir die fermentative 
postmortale Melaninbildung geschadigt war. 

Die Dunklung unter der Einwirkung von Chloroform ist fermentativ. 
Sie tritt nicht mehr ein, wenn der Mehlkafer zuvor im Kugelrohr 


Bestimmte geringere Konzentrationen an gasf6rmigem Chloroform 
téten zwar noch, aber wirken nicht mehr im unten beschriebenen Sinne. 
2 Siehe néachste Seite Abschnitt 3. 
3 Drei Minuten mit Chloroform (Kohlenstofftetrachlorid) vorbehandelte 
Kifer dunkeln in Alkohol langsamer und unvolikommener als nicht vor- 
behandelte. 
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Postmortale Melaninbildung beim 


2 Minuten lang im siedenden Wasserbad erhitzt war. Chloroform 


lést aus dem Mehlkafer viel mehr heraus als Alkohol. Dadurch wird 
das Hautskelett vermutlich besonders durchlissig fiir Sauerstoff, so 
daB die Endfarbe schlieBlich wesentlich dunkler ist als in Alkohol. 
AuBerdem. wirkt das Chloroform in besonders hohem Mabe noch ander- 
weitig indirekt giinstig auf die Melaninbildung ein. Diese férdernde 
Wirkung trifft das oxydierende System. Denn Priifstreifen, die mit 
Himolymphe verschiedener frisch geschliipfter Mehlkafer hergestellt 
waren, dunkelten mit Chloroform oder auch mit Alkohol/Chloro 
form, je 3 Minuten vorbehandelt, mehrmals schneller als nicht 
vorbehandelte oder mit Wasser oder Alkohol! vorbehandelte Ver- 


gleichsstreifen. 


3. BKinwirkung anderer Lésungsmittel bei Gegenwart von Luftsauerstoff. 


Aceton wirkt etwa wie Athylalkohol, doch ist die auftretende 
Farbe nicht blaugrau, sondern rein grau. Benzol ahnelt in seiner 
Wirkung dem Chloroform und Kohlenstofftetrachlorid. Doch dunkeln 
die Mehlkafer noch langsamer und nur bis zu einem dunklen Braun. 
Ahnlich, doch noch viel schwacher, wirken Ather?, Petrolather® (Kp. 
unter 50°) und Schwefelkohlenstoff. 


4. Einwirkung starker Sduren und Basen. 


Frisch geschliipfte Mehlkafer, die durch gasférmige Ameisensaure 
schnell abgetétet waren, farben sich in Chloroform nicht. Bringt man 
frisch geschliipfte Mehlkafer bei Gegenwart von Luft in feuchtes Chloro- 
form, das 4,4°,, des bleichenden Schwefeldioxyds enthalt, so blaBt ihr 
Rotbraun zu einem Gelb ab4. Im iibrigen dunkeln die Mehlkafer, 
auch nach Vorbehandlung mit Alkohol, nicht. 


Enthalt das Chloroform statt Schwefeldioxyd 1,6' Chlorwasser- 
stoff, so farben sich die Mehlkafer nur schwach grauviolett. Wenn die 
Kafer aber 3 Minuten mit absolutem Alkohol vorbehandelt sind, so 
farben sich die Fliigeldecken und Fliigel in wenigen Minuten prachtvoll 


' H. Schmalfuss, Fermenttorschung 8, 39, 1924. 

2 Die Fliigel, weniger die Fliigeldecken, werden durch Ather meist zu 
prallen Sacken geblaht. 

3 Petrolather entzieht ausgefarbten Fliigeldecken nach einer Be- 
stimmung von Herrn cand. chem. A. Heider, Hamburg, 1,25°, Substanz, 
die analog dem Petrolatherextrakt aus Maikaferfliigeldecken (H.Schma fuss 
und H.-P. Miller, diese Zeitschr. 1838, 363, 1927), aus Fett, Fettsaure 
und Unverseifbarem bestehen diirfte. 

4 Das Melanin ausgefarbter Kafer wird durch Schwefeldioxyd bis zu 
einem hellen Braun entfarbt. 
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rotviolett. Am Leibe vertieft sich die Farbe langsam nach Schwarz 
hin. Auf der Riickenlinie treten regelmaBige breite schwarze Flecken 
auf. Die Farbung ist nicht fermentativ. Prinzipiell die gleichen Farben 
treten, wenn auch etwas schwacher, auf, wenn man den Kafer vor- 
her 3 Minuten lang im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach einigen 
Tagen ist der Mehlkafer durch den Chlorwasserstoff zerstért, und es 
schwimmt eine wiisserige, tief violette Schicht auf dem Chloro- 
form. Macht man nun mit Ammoniak basisch, so entsteht ein 
Gelbbraun. Sauert man dann mit Salzsiure an, so bildet sich das 
Violett zuriick. 


Bringt man andererseits Mehlkafer in Chloroform, das 1°, 
Ammoniak enthalt, so dunkeln sie nicht wesentlich. Hatte man sie 
aber vorher 3 Minuten mit absolutem Alkohol vorbehandelt, so 
dunkeln sie gleichmaBig tief gelbbraun. Vorheriges Erhitzen der 
Kafer oder nachheriger Zusatz von Salzsiure andert die Farbe nur 
unbedeutend. 


5. Binwirkung von Schwefelwasserstoff. 


Da Schwefelwasserstoff Fermentgift ist, sollte er keinerlei Dunklung 
im frisch geschliipften Mehlkafe: erzeugen. Leitet man aber fiir 
10 Sekunden einen kraftigen Schwefelwasserstoffstrom in ein Reagenz- 
glas, das einen frisch geschliipften Mehlkafer enthalt, und verschlieBt 
dann das Glas, so stirbt der Kafer schnell und dunkelt von der vierten 
Minute an. Nach 20 Minuten ist er, namentlich an den Fliigeldecken, 
stark griinlichgrau gefirbt. Hamolymphtrépfchen sind tief schwarz 
(s. Abb. 2). Ubertragt man den Kafer nun in Chloroform, so tritt die 





Abb. 2. 


Von links: Tier 1 und 3 sind mit Sehwefelwasserstoff 

behandelt und gedunkelt. Bei Tier 1 ist ein gedunkeltes 

Haimolymphtrépfehen sichtbar. Tier 2 und 4 sind unbe- 
handelte Vergleichstiere. 


typische Chloroformdunklung nicht ein. Wird ein frisch geschliipfter 
Mehlkafer vor dem Behandeln mit Schwefelwasserstoff fiir 2 Minuten 
im Kugelrohr in ein siedendes Wasserbad getaucht, so wird er trotzdem 
graugriin. Die Dunklung durch Schwefelwasserstoff hat also nichts 
mit fermentativer Melaninbildung zu tun. Vielmehr ist, wie wir fanden, 
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tisen! in der Haimolymphe, das durch Schwefelwasserstoff in  griin- 


chwarzes Sulfid? umgewandelt wird. 


6. Nachweis des Eisens in der Kdferhdmolymphe. 


Ein Haimolymphtrépfchen® eines frisch geschliipften Mehlkifers 
dunkelt in 3 Minuten in Schwefelwasserstoff. In der gleichen Zeit 
dunkelt* ein Vergleichstrépfchen Haimolymphe ohne Schwefelwasser- 
stoff in der feuchten Kammer nicht. 

Mischt man ein Trépfehen Himolymphe mit der gleichen Menge 
10°,iger Ammoniumrhodanidlésung, so tritt keine Farbe auf. Setzt 
man aber etwas eisenfreie 50° ige Schwefelsiure® hinzu, so entsteht 
sofort ein deutliches Rot. (Himolymphe allein mit Schwefelsaure gibt 
keine Farbe.) Ein frisches gelbliches Mischtrépfchen aus Kaliumferro- 
eyanid und Schwefelsiure wird durch Himolymphe griinlichblau. Hamo- 
lymphe selbst bleibt sowohl mit Kaliumferrocyanid, wie mit Schwefel- 
siure farblos. Mit Hilfe von Kaliumferricyanid und Schwefelséure 
konnten wir kein zweiwertiges Eisen in der Himolymphe nachweisen. 
(Die Mischung wurde durch eine Spur Ferroammoniumsulfatlésung 
geblaut.) Das dreiwertige Eisen ist, wie sich aus den obigen Reaktionen 
ergibt, in der Haimolymphe urspring'icb nicht in ionisierter Form vor- 
Der Schwefelwasserstoff macht sich das Eisen erst allmahlich 
Vielleicht ist das Eisen hier im Sinne Warburgs® an der 
Sobald die typische Schwefel- 


handen. 
zuganglich. 
Oxydation des Melanogens beteiligt. 
eisenfarbung im Mehlkafer aufgetreten war, konnte der Kafer namlich 
nicht am Leben erhalten werden, wohl aber vorher, wenn der Schwefel- 
wasserstoff rechtzeitig aus dem Tiere durch einen kraftigen Luftstrom 
Auch in der Himolymphe von Larve und Puppe 
Die Hamolymphe der Puppen enthalt 
aber wesentlich mehr als die der 


verdrangt wurde’. 
fanden wir dreiwertiges Eisen. 
ebenso viel Eisen wie die der Kafer, 


1910, fand in der 


1 R. Gortner, Journ. Chem. Soc. London 97, 114, 
aus ganzen 


Asche eines unreinen Priparats seiner ,,unléslichen Tyrosinase‘ 
Larven des Mehlkafers Eisenoxyd. Wir fanden in der Asche von 10 Puppen 
mittels der Oxydationsschmelze kein Mangan. Ein Staéubchen Mangan- 
dioxyd farbte, der Asche zugesetzt, die Schmelze tiefgriin. 

2 Die Himolymphe reagiert bei Larve, Puppe und Kafer gegen rotes und 
blaues Lackmuspapier, Merck, alkalisch. 

3 Das véllig klare, farblose Trépfchen wurde unter AusschluB von 
Metall durch Anstechen mit einer Glaskapillare gewonnen. 

4 Die Dunklung durch Sauerstoff erfordert ein Vielfaches der Zeit. 
Stoffen, die zweiwertiges Eisen 


5 Die Schwefelsiure war frei von 
oxydieren. 

6 O. Warburg, diese Zeitschr. 152, 479, 1924. 

7 Uber den EinfluB von Schwefelwasserstoff auf die 


lebender Insekten berichten wir erst spater. 4 


Ausfarbung 
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Larven. Dementsprechend wurden frisch geschliipfte Puppen, nament 
lich an den spateren Bewegungsorganen, durch Schwefelwasserstot 
tief grau gefarbt, wahrend frisch gehaiutete Larven nur gleichmabig 


schwach graulich dunkelten (s. Abb. 3). 
| | 


Von links: Tier 1, 3, 4, 6 und 7 sind mit Schwefelwasserstoff behandelt und gedunkelt. Dix 


Abb. 3 
iibrigen sind unbehandelte Vergleichstiere. 





7. Einwirkung von Blausdure. 


Frisch geschliipfte Mehlkafer wurden mit Blausiuregas getétet 
Die Kafer dunkelten nicht, wenn sie spaiter mit Chloroform behandelt 
wurden. Selbst langes Wassern niitzte nichts. Mehlkafer, die gleich in 
blausdurehaltiges Chloroform eingebracht wurden, dunkelten ebenfalls 
nicht. Auch hier kénnte die Eisenkomponente im Sinne Warburgs! 
geschadigt sein. 


8. Wasserentzugq. 


Frisch geschliipfte Mehlkafer geben unter normalen Bedingungen 
ihr Wasser an Phosphorpentoxyd nicht so schnell ab, daB sie sterben, 
bevor die normale Dunklung einsetzt. Deshalb verminderten wir 
noch den Luftdruck auf wenige Millimeter. So getétete Mehlkafer 
hatten ihre urspriingliche Farbe bewahrt. Fiihrt man solche Kafer 
unmittelbar in Chloroform iiber, so dunkeln sie nicht. Legt man sie 
vorher in eine feuchte Kammer, so nehmen sie sehr reichlich Wasser 
auf und dunkeln dann in Chloroform langsamer als gew6hnlich und nicht 
bis zur normalen Farbtiefe. 

Die Dunklung ist verzégert, weil hier durch das gewaltsame 
Trocknen die Durchlassigkeit des Hautskeletts fiir Sauerstoff irreversibel 
vermindert ist. Denn pulvert man die getrockneten Mehlkafer und 
reibt den Kaferstaub mit Wasser an, so dunkelt er an der Luft schnell, 
noch schneller bei Zusatz von Chloroform. Andererseits dunkelt das 
Pulver der getrockneten Mehlkafer, mit Chloroform allein angerieben, 


! O. Warburg, diese Zeitschr. 152, 479, 1924. 
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ei Gegenwart von Luft nicht. Es lieB sich leicht zeigen, dab das 


ndurchlassigwerden des Hautskeletts fiir Sauerstoff nicht nur auf 
len Wasserverlust zuriickzufiihren ist, sondern auch auf den Entzug 
on Sauerstoff bzw. eine mechanische Schadigung durch den herab- 
vesetzten Druck!. Denn, wenn man Mehlkafer bei Gegenwart von 
Wasser in einer reinen Wasserdampfatmosphire bei dem gleichen 
Druck wie oben im Kugelrohr einschmelzt und nach 26 Stunden? die 
toten Kafer in Chloroform? einbringt, so dunkeln sie nicht ganz normal. 
Wasserentzug schidigt also, wie erwartet, die postmortale Melanin- 
bildung. 


9. Sauerstoffentzugq. 


Ein frisch geschliipfter Kafer wurde im Kugelrohr mit Chloroform 
abgetétet. Zugleich wurde der Sauerstoff unter Mithilfe der Wasser- 
strahlpumpe durch Chloroformdampf vollstandig vertrieben*. Nun 
wurde der Hals des Kolbens vor der Pumpe abgeschmolzen. Der Kafer 
hatte sich am folgenden Tage noch nicht gefairbt. Sobald aber Luft 
eingelassen wurde, dunkelte der Kafer namentlich an den Fliigeldecken 
in 4 Minuten bis zu einem tiefen Braunschwarz. 


Da geniigend Sauerstoff eine der Vorbedingungen fiir die fermen- 
tative Melaninbildung ist, entspricht das Ausbleiben der Dunklung 
bei Abwesenheit von Sauerstoff selbst im besten Dunklungsmittel, 
dem Chloroform, der Erwartung. 


10. Einwirkung ungiinstiger Temperaturen, 

a) Hitze. Frisch geschliipfte Mehlkafer, die fiir 2 Minuten im 
zugeschmolzenen Kugelréhrchen ins Wasserbad von 100° getaucht 
waren, dunkelten nicht mehr in Chloroform, auch nicht nach Vor- 
behandlung mit Alkohol. 


b) Kdlte. Zwei Reagenzgliser mit Chloroform wurden ‘in einer 
Kaltemischung auf 22° abgekiihit. In dem einen befand sich das 


' Bei der Hiilse des Besenginsters ist diese Schadigung viel geringer. 


* Nach zwolf Stunden waren die Kafer oft noch nicht tot. 
3 In der lufthaltigen feuchten Kammer wiirden sich die Kafer nicht 
normal ausfirben im Gegensatz zu frisch gehauteten, noch farblosen 
Larven des Mehlkafers, denn das Hautskelett der so getéteten Kafer labt 
nicht genug Sauerstoff durch. Die Larven farben sich nach PR. Gortner, |. ©., 
auch nach dem Tode véllig normal aus. Wir konnten Gortners Befund 
bestatigen, wenn wir lebende, frisch gehautete Larven durch kurzes Ein 
tauchen in Chloroform téteten. Dagegen dunkelten die Larven beim langen 
Liegen in Chloroform, ahnlich wie die Kafer, bis zu einem tiefen Braun 
schwarz, das allerdings bei den Larven im getrockneten Zustand fein- 
fleckig ist. 


4 H. Schmalfuss und H. Werner, Chem. Ber. 58, 


-o 
dams 


1925. 
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Thermometer, in dem anderen ein unten abgeplatteter Glasstab, der 
oben mit seiner Biegung iiber den Rand des Reagenzglases gehangt 
war. In dieses Reagenzglas wurden schnell zwei frisch geschliipfte 
Mehlkafer eingebracht und mit Hilfe des Glasstabs in der Mitte der 
Chloroformschicht schwebend erhalten. Bei dieser Behandlung gefro1 
die Korperflissigkeit bemerkenswerterweise nicht. Das Wasser geriet 
hier also nicht ins Minimum, wie sonst bei Versuchen in wisserigen 
Melanogenlésungen mehrere Grade unter dem Eispunkt. Wie erwartet, 
hatte daher die Melaninbildung in unseren Versuchen auch noch bei 
tiefen Temperaturen, entsprechend verzégert, statt (s. Tabelle I1). 


Tabelle 11. 





Temperatur Firbung 


Nach 0 Std. 220 Farbung des frisch geschlipft. Mehlkafers 


24/5 » 18° Fliigeldecken beginnen zu dunkeln 
a a 8° Fligeldecken weiblich violett 
4}/, » — 59 Fligeldecken und Schenkel violettgrau 
Brust, Bauchseiten und Segmentgrenzen 
graulich 
1 | 20 Brust und Schenkel noch tiefer violettgrau 


Spater dunkelten die Kafer bei gewéhnlicher Temperatur fast 
normal zu Ende. 


Zusammenfassung. 


1. Die von uns untersuchte postmortale Melaninbildung im Mehl- 
kafer ist fermentativ. Sie tritt nicht ohne weiteres im frisch geschliipften 
getéteten Mehlkafer ein. 

2. Der fiir die postmortale Melaninbildung ungiinstige Bedingungs- 
komplex léBt sich wie folgt umreiBen. Wohl ist ein Melanogen, das 
nicht zur Klasse der o-Dioxybenzole gehért, in ausreichender Menge 
fiir die Dunklung in der Himolymphe vorhanden, wohl sind eine ge- 
eignete schwach basische Reaktion, ein geeignetes Ferment und aus- 
reichend Wasser vorhanden, aber die Sauerstoffkonzentration im Mehl- 
kafer reicht nicht fiir die Dunklung aus. 


3. Die postmortale Melaninbildung 14Bt sich durch organische 
Lésungsmittel erzwingen, am besten durch Chloroform, weil die 
Extraktion chloroformléslicher Stoffe, wie Fett und Saure, das Haut- 
skelett durchlassiger fiir Sauerstoff macht, weil ferner das Oxydations- 
system, besonders durch Chloroform, wirksamer wird. 


4. Die erzwungene postmortale Melaninbildung ist mindestens 
vorwiegend an die Haimolymphe gekniipft. 











hin 
Bla 
Mel 
ver] 


lym 
ist. 
nicl 


die 








; der 
lancet 


ipfte 


7] de r 


efror 
reriet 
rigen 
rtet, 
l bei 


caters 
In 


grau 


*nzen 


[grau 


fast 


lehl- 
ften 


ngs- 

das 
snge 
ge- 








Postmortale Melaninbildung beim Mehlkafer. 469 


5. Die postmortale Melaninbildung la8t sich hemmen oder ver- 


hindern durch Entzug von Wasser, Sauerstoff, durch Sauren (auch 
Blausdure), durch Ammoniak und durch Erhitzen. Abkihlen der 
Mehlkafer in Chloroform hemmt die postmortale Melaninbildung, aber 
verhindert sie selbst bei 18° nicht. 

6. Schwefelwasserstoff laBt eine andere Art Dunklung der Himo- 
lymphe (auch bei Larve und Puppe) statthaben, die nicht fermentativ 
ist. Die Dunklung beruht auf dem allmahlichen Ubergang urspriinglich 
nicht ionogen gebundenen dreiwertigen Eisens in Eisensulfid. 


Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft fiir 
die gewahrte Unterstiitzung. 








Kine Methode zur Bestimmung der Katalasewirkung 
der weiben Blutkérperchen. 


Von 
Karl Iglauer. 


(Aus der I. Medizinischen Klinik der kgl. ung. Pazmény Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1930.) 


Seit der Entdeckung der Katalase haben sich zahlreiche Unter- 
sucher mit dem genauen Studium dieses Ferments befaBt und dessen 
physikalische und chemische Eigenschaften erforscht. Im Jahre 192] 
haben Bach und Zubkowa (1) eine einfache Methode zur quantitativen 
Bestimmung der Blutkatalase angegeben und seither hat auch die 
Klinik dieser Frage ihre Aufmerksamkeit zugewandt. 

Im folgenden wird eine Methode angegeben, mit deren Hilfe die 
Katalasewirkung menschlicher Leucocyten unter normalen und patholo- 
gischen Verhaltnissen in mdéglichst einfacher Weise bestimmt werden 
kann. Ebenso wie bei der Methode von Bach-Zubkowa kam es auch hier 
nicht darauf an, absolute Fermentmengen zu bestimmen, sondern 
relative Wirksamkeitsgrade festzustellen, die dann bei Innehaltung 
gewisser Versuchsbedingungen miteinander verglichen werden kénnen. 

Da wir zu der Bestimmung der Katalase in den verschiedensten 
Untersuchungsobjekten iiber gut durchgearbeitete, zuverlaissige Methoden 
verfiigen, bot eigentlich nur die Gewinnung eines geeigneten Unter- 
suchungsmaterials einige, allerdings nicht geringe Schwierigkeiten. 
Die Katalase ist ein ubiquitéres Ferment, welches ungleichmabig 
verteilt in simtlichen Geweben der Aerobier vorkommt. Es mubte 
also eine Methode gefunden werden, die es erméglicht, Leucocyten 
frei von fremden Beimengungen zu isolieren und dabei, da die Methode 
in erster Linie an klinischem Krankenmaterial ausfiihrbar sein sollte, 
mit méglichst kleinen Blutmengen auskommt. Die einfachste Methode, 


das Sedimentieren oder Zentrifugieren von ungerinnbar gemachtem 
Blute, ist fiir diesen Zweck nicht geeignet, da man auf diese Weise mit 
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len in Betracht kommenden Blutmengen zu wenig Leucocyten erhilt 
und auch diese stark mit Erythrocyten und hauptsachlich Thrombocyten 
verunreinigt sind. Es ist mir hingegen gelungen, nach dem Verfahren 
von P. Szilard (2) aus 8 bis 10 cem Venenblut geniigend und fiir die 
Versuche geeignete Leucocyten zu erhalten. 

Ohne auf die Einzelheiten des an allgemein zuginglichen Stellen 
veroffentlichten Verfahrens einzugehen, will ich hier nur dessen Prinzip 
und einige aus eigener Erfahrung stammende, das Wesen der Methode 
nicht beriihrende Modifikationen anfiihren. 

Das Prinzip des Verfahrens ist: Die roten Blutkérperchen und die 
Thrombocyten werden durch eine Mischung von Essigsiure und Wein- 
siure (4 Teile 2,5°,ige Essigsiure, 1 Teil 2°,,ige Weinsaiure) aufgelést, 
die haimolysierte saure Lésung mit 2°,iger Kalilauge neutralisiert, die 
weiben Blutkérperchen abzentrifugiert und ausgewaschen. 

Wahrend meiner Versuche zeigte es sich, daB es giinstiger ist, statt 
des Defibrinierens mit Schitteln zur Gerinnungshemmung isotonische 
Natriumcitratlésung in dem iiblichen Mengenverhiltnis zu benutzen, 
da bei dem Defibrinieren haufig kleine Fibrinflocken in die Leucocyten- 
suspensionen geraten und dieselbe unbrauchbar machen. Ich nahm 
also das Blut entweder mit einer 10 ccm fassenden Spritze oder durch 
eine Punktionsnadel in Zentrifugierréhrchen, die vorher die berechnete 
Menge isotonischer Natriumcitratlésung erhielten. Da nicht jedes 
Blut zur Hamolyse die gleiche Saiuremenge benétigt und ich zu deren 
Bestimmung (15 bis 20 cem auf 8 bis 10 cem Blut) kein Blut verbrauchen 
wollte, fiillte ich das Sauregemisch und die Lauge in Biiretten und lie} 
die Saure in gleichmaBigem Strahl unter standigem Schiitteln zu dem 
in einem Becherglas befindlichen Blute flieBen, bis die vollstandige 
Haimolyse erfolgte. Hierauf wurde die zur Neutralisation erforderliche 
Laugenmenge aus einer Tabelle abgelesen und aus der Biirette zu- 
gegeben. 


Die Hamolyse ist der schwierigste und am meisten Ubung er- 
fordernde Punkt der Isolierung. La&t man die Saure zu kurz einwirken, 
bleiben zu viel unversehrte Erythrocyten zuriick, wirkt sie zu lange 
ein, so wird das Blut hamatinisiert, es entsteht bei der Neutralisierung 
ein dicker, brauner Niederschlag, der die Leucocyten einschlieBt. 
Genaue Zeitangaben iiber die optimale Dauer der Saureeinwirkung 
lassen sich nicht machen, sie hingt auch von der Geschwindigkeit 
des ZuflieBens ab und ist nur durch Ubung zu erlernen. Ab und zu 
erlebte ich auch so unerklarliche Versager, aber im allgemeinen gelang 
es fast immer, nach Abzentrifugieren des Himolysats und dreimaligem 
Auswaschen mit physiologischer Kochsalzlésung ein 2 bis 3 mm hohes, 
weiBes Sediment zu erhalten, das ausgestrichen und nach Pappenheim 
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gefirbt, neben ganz vereinzelten Erythrocyten und wenigen Ze! 

trimmern nur weife Blutkérperchen enthielt. Thrombocyten konnt. 
ich in den Ausstrichen niemals finden. Das Blut wurde stets unmittelba: 
nach der Entnahme verarbeitet und auch die Bestimmung der Katalase 
geschah anschlieBend an die erfolgte Isolierung. 

Die Bestimmung der Katalasewirkung geschah in Anlehnung an 
Virtanen und Karstrém (3), die die Bakterienkatalase in Aahnliche: 
Weise bestimmten, folgendermaBen: Das Leucocytensediment wurd: 
mit einigen Kubikzentimetern physiologischer Kochsalzlésung suspen- 
diert und gut durchgeschiittelt, bis die Suspension vollstandig homogen 
erschien. Hierauf wurde nach der iiblichen Leucocytenzahlmethode 
der Leucocytengehalt der Suspension ermittelt. Um genauere Zahlen 
zu erhalten, wurde stets eine ganze Biirkersche Kammer ausgezahlt 
Wahrend der Untersuchungen stellte sich heraus, dab die Spaltungs- 
verhaltnisse am giinstigsten bei der Verwendung von 2 bis 5 Millionen 
Leucocyten liegen. Es wurde also zur Suspension méglichst soviel 
Kochsalzlésung verwendet, dab die Leucocytenzahl pro Kubikmillimete: 
2000 bis 5000 betrug (mit einiger Ubung laBt sich dies leicht aus der 
Triibung der Suspension beurteilen) und dann | ccm weiter verarbeitet. 
Zwecks Einhaltung einer konstanten Reaktion nebst méglichster Ver- 
meidung einer Salzwirkung wurde die Peroxydspaltung stets in einem 
m/150 Puffergemisch von py 6,5 gemessen. Die entsprechende Menge 
der Leucocytensuspension wurde in einem Erlenmeyerkolben mit dem 
Puffergemisch auf 50 ccm erganzt und gut durchmischt. Hierauf wurde 
so viel einer konzentrierten Peroxydlésung zugefiigt, daB der H,O,- 
Gehalt des Reaktionsgemisches etwa n/10 betrug. Die durch diese 
Zugabe verursachte Volumenzunahme fallt nicht in Betracht (0,27 cem 
30 vol.-°,ige H,O, auf 50ccem). Ich arbeitete stets mit dem saure- 
freien, reinen Peroxygenol der Firma Richter, Budapest. Unmittelbar 
nach Zugabe des H,O, wurden nach gutem Durchmischen 5 ccm heraus- 
pipettiert, mit Schwefelsdure angeséuert und mit n/50 K MnQ, titriert. 
Dieser Vorgang wurde in bestimmten Zeitintervallen, 5 — 10 
15 Minuten, wiederholt. Aus der Menge des zur Titration bendétigten 
Kaliumpermanganats laBt sich jeweils die Menge des noch unzersetzten 
Peroxyds und daraus, auf das ganze Reaktionsgemisch berechnet, die 
Menge des durch die Leucocyten gespaltenen H,O, bestimmen. Um 
eine eventuelle Selbstzersetzung des Peroxyds in dem Puffergemisch 
zu erfassen, wurde stets ein Kontrollversuch angesetzt, der statt der 
Leucocytensuspension eine entsprechende Menge physiologischer Koch- 
salzlésung erhielt. Es konnte in den Versuchen, die jeweils 60 bis 
90 Minuten liefen, keine Abnahme festgestellt werden. Da8 auf pein- 
lichste Sauberkeit des verwendeten Glasmaterials geachtet werden 
muB, versteht sich von selbst. 
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Bestimmung der Katalasewirkung der weiBen Blutkérperchen. 





In einigen Vorversuchen wurde festgestellt, dab die Leucocyten- 


substanz selbst bei der tiblichen Versuchsanordnung kein Permanganat 
verbraucht. Ebenso fand bei Inaktivierung der Leucocytensuspension 
durch Hitzeeinwirkung keine meBbare Zersetzung des Peroxyds in 
30 Minuten statt und auch nach 60 Minuten betrug der Unterschied 
héchstens einige '/,,cem n/50 KMnQ,,. 

Die meisten Versuche wurden bei etwa 17° ausgefiihrt. Zum 
Studium des Temperatureinflusses wurden eine Anzahl Parallelversuche 
bei 2 bis 3° angestellt. Zu diesem Zwecke wurden die Reagenzien im 
Kisschrank abgekiihlt und die Kolben wahrend des Versuchs in einen 
Behalter mit Eis gestellt. 

Zur zahlenmaBigen Erfassung der Katalasewirkung wurde die 
in Milligrammen ausgedriickte Peroxydmenge auf eine Million Leuco- 
eyten berechnet. Fiir vergleichende Untersuchungen fand ich es am 
zweckmabigsten, den nach 30 Minuten gefundenen Wert zu_beriick- 
sichtigen. Kw 30’ 17° = 8,6 bedeutet also, dab eine Million der im 
Versuch verwendeten Leucocyten bei 17° unter den gegebenen Be- 
dingungen in 30 Minuten 8,6 mg H,0O, zersetzen. Nachdem diese 
Ausdrucksweise fixiert war, wurde die Bestimmung noch folgender- 
maBen vereinfacht: Unmittelbar vor dem Versuch werden 100 cem 
Pufferlésung mit der berechneten Menge der konzentrierten Peroxyd- 
losung auf den H,O,-Gehalt von etwa n/10 gebracht. Die Lésung 
wird genau halbiert in zwei Erlenmeyerkolben gebracht, der eine 
Kolben erhalt die Leucocytensuspension, der andere die gleiche Menge 
physiologischer Kochsalzlésung. Nach 30 Minuten werden beide Kolben 
mit n/10 Kaliumpermanganat titriert. Die Differenz ergibt die zersetzte 
Peroxydmenge. 

Um einen Einblick in den Verlauf der Spaltung zu geben, seien 
hier einige Beispiele angefiihrt : 


K. Sz. J. 


2170000 Leucocyten. 





Zeit: OMin. OMin. (10 Min. 15 Min. 20 Min. 30Min. 45 Min. 60 Min. 90 Min. 


KMnO, 27,7 20,1 18,5 17,4 16,6 15,2 15.1 14,8 14,6 


Hy 0, | 42 53 61 75 76 79 81 
Kw * 41 66. 83 95 11,7 119 124 127 
B. R. 


4068000 Leucocyten. 








Zeit: | 0 Min. 5 Min 10 Min. 15 Min. 20 Min. | 30 Min. 45 Min. 60 Min. 9% Min 


KMn0O, 2383 17,7 15,3 13,3 12,2 10,5 9,1 8,2 8,3 
Hy, Og — 56 8) 100 111 128 142 151 156 
Kw — 4,6 6,6 8,3 9,3 10,9 11,8 12.6 12,5 


Biochemische Zeitschrift Band 223. 31 
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Ma. I. 


2410000 Leucocyten. 





Zeit: | 0 Min. 5 Min. 10Min. 15 Min. 20 Min. 25 Min. 30 Min. 35 Min. 40 Min 

K MnO, 25,1 22.5 21,2 20,3 19,9 19,5 19,2 19,1 19,0 
Hy Og — 26 39 48 52 56 59 60 61 

Kw _- 3.6 5,5 6,8 7.3 8.0 8,3 8.5 8.6 


In den Tabellen bedeutet KMnO, die zur Titration der einzelnen, 
5cem betragenden Proben, benétigten cem n/50 KMnO,-Lésung, H, O, 


die auf die gesamten 50 cem berechneten ccm n/50 H,O,, Kw die bis zu 
dem entsprechenden Zeitpunkt auf 1 Million berechnete zersetzte Per- 
oxydmenge in mg 

Diese Beispiele illustrieren den bei simtlichen bei 17° ausgefiihrten 
Versuchen beobachteten Verlauf der Spaltung, d.h. daB diese mit 
gréBter Intensitaét einsetzt, zuerst allmahlich, dann immer rascher 
abnimmt, so daB die Katalase nach 30 bis 45 Minuten bereits sozusagen 
volistandig inaktiviert ist. 

Um die Abhangigkeit der Kw von der Menge der verwendeten 
Leucocyten zu kliren, wurden einige Versuche mit verschiedenen 
Mengen der gleichen Leucocytensuspension angestellt: 


@. i. 





Zeit: 0 Min. 5 Min. 10 Min 15 Min. 20Min. | 25 Min. 30Min. 35 Min. 


1715000 Leucocyten. 


K MnO, 24,8 21,7 20,1 19,1 18,6 18.4 18,3 18,2 
hw ia 6.1 92 | 112 123 126 , 129 13,0 


3 430 009 Leucocyten. 


KMnO, | 23,7 | 180 | 152 | 186 | 12,7 | 12,5 | 11,7 | 11,4 
Hy 0, au 57 | «85 101 110 =| -112 120 = 128 
kw - 5,6 84 | 100 | 10,9 | 11,1 | 12,0 | 12,2 

ML. K. 





Zeit: 0 Min. 10 Min. 20 Min. 30 Min. | 40 Min. 50 Min. 60Min. 70 Min. 


2500000 Leucocyten. 


KMn0, | 24,6 | 21,6 | 206 | 203 | 200 | 199 198 | - 
Hy Og — | 8% | | se | 6 | 47 48 _ 
Kw — 41} 54 | 58 | 62; 64|] 65] — 


5 000 000 Leucocyten. 


K MnO, 24,7 | 189 | 17,0 | 161 | 15,7 | 154 | 15,1 
Hy 0. = 58 77 86 90 93 96 
Kw —_ 3.9 5.2 5,8 6,1 6,3 6,5 ~ 
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Zeit : 0 Min. 10 Min. 20Min. 30 Min. 40 Min 50 Min 60 Min. 70 Min 


10.000 000 Leucocyten. 


K MnO, 246 | 13,1 9,7 8,2 7,4 6,9 6,5 6,4 
H, Og — 1% 149 164 172 177 181 182 
kw - 3,9 5,1 5,6 5,8 6,0 6,1 6,1 


20 000 000 Leucoeyten. 


K MnQ, 24,6 49 1,8 0.9 0,5 0,4 0,3 0.1 
Hy Oy -- 197 228 237 241 242 243 245 
Kw _- 3,4 3,9 4.0 4.1 4.1 4,1 4,2 


Diese und die iibrigen in dieser Richtung angestellten Versuche 
zeigen also eine weitgehende Unabhangigkeit der Katalasewirkung 
von der angewandten Fermentmenge innerhalb der in Frage kommenden 
Spaltungsbereiche. Der zuletzt angefiihrte Versuch demonstriert 
auch die Unabhangigkeit von der Substratmenge, insofern die Spaltung 
nicht iiber 70°, geht (180 cem von den vorgelegten 246 cem n/50 H,Q,). 
Geht die Spaltung tiber dieses MaB hinaus, wie in dem Versuch mit 
20 Millionen Leucocyten, so nimmt die Katalasewirkung rapide ab und 
die Spaltung des noch itibrigen Peroxyds geht nur ganz allmahlich 
vor sich. 

Die bei 2 bis 3° ausgefiihrten Parallelversuche zeigten iibereinstimmend 
folgenden Verlauf: 


K. Sz. J. 2170000 Leucocyten. 





Zeit: 5 Min. 10 Min 15 Min. 20 Min 30 Min 40 Min. 60Min. 90 Min 
Kw bei 3° 3.6 5.6 7,2 8.3 10.3 13,2 15,8 20.5 
Kw bei 17° 4,1 6.6 8.3 95 11,7 11,9 12 12.7 


H. V. 600090 Leucocyten. 





Zeit : 5 Min. | 10 Min. 15 Min. 20 Min. | 30 Min. 40 Min. 60 Min. 90 Min. 120 Min. 


Kw bei 3° 2,2 5,7 6,2 7,6 10,2 , 13,0 | 15,8 | 22,1 | 283 
Kw bei 17° 5,1 5,2 7,3 | 10,6 13,6 15,3 | 15,8 5,8 


Es zeigte sich also, daB bei niedriger Temperatur die Katalase- 
wirkung langsamer einsetzt, die Spaltung aber viel gleichmabBiger 
verlauft. Eine Inaktivierung war auch nach 2 Stunden nicht fest- 
stellbar. 


Diese Feststellungen stehen im Einklang mit den Beobachtungen, 
die Morgulis (4) und seine Mitarbeiter in den letzten Jahren iiber den 
Mechanismus der Katalasewirkung veréffentlichten. Morgulis empfiehlt 
daher, die Katalaseuntersuchungen bei 16 bis 20° auszufiihren, weil die 
Spaltungen dann schneller ablaufen als bei dem wahren Optimum von 2°. 
Die relative Aktivitaét 14Bt sich dann in wahre relative Enzymeinheiten 
umrechnen, d. h. in die Katalasemenge, die bei 2° 70°,, H,O, zerlegt. Da es 
sich bei meinen Versuchen lediglich um Vergleichsuntersuchungen handelt, 
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verzichtete ich auf eine solche Ausdrucksweise und driickte die Aktivitit 
um mdoglichst einfache Versuchsbedingungen zu erhalten, in der oben 
erwihnten Weise aus. 

Was die Genauigkeit der Methode betrifft, so zeigten die Parallel 
bestimmungen mit verschiedenen Mengen der gleichen Suspension nut 
selten Schwankungen iiber 10°,, bei gleichen Mengen war die Uberein 
stimmung bedeutend besser. Die Spaltung l4Bt sich also auf alle Fille mit 
hinreichender Genauigkeit bestimmen. Als zweite Fehlerquelle kommt 
jedoch noch die Zahlung der Leucocyten hinzu, deren Genauigkeit etwas 
beeintrachtigt wird durch die Agglutinationstendenz der Leucocyten. 
Diese Eigenschaft der Leucocyten wurde von V. Schilling und E. Schulz (5) 
anlaBlich ihrer Untersuchungen iiber die Senkungsgeschwindigkeit der 
Leucocyten entdeckt. Nach Schulz (6) kénnen die Leucocyten entsprechend 
ihrer Tendenz dazu um so mehr agglutinieren, je mehr das Plasma frei 
von Erythrocyten ist. In den praktisch erythrocytenfreien Suspensionen 
konnte diese Eigenschaft tatsachlich schon nach kurzer Zeit, oft schon 
wahrend dem Auswaschen, beobachtet werden, und es zeigte sich auch, 
wie dies Schilling-Schulz und neuderdings Kunin (7) festgestellt haben, 
daB diese Tendenz bei verschiedenen Krankheitsfallen verschieden stark 
ausgepragt ist. So konnte auch ich in keinem Falle von Leukamie eine 
Agglutination beobachten. Es gelingt zwar verhaltnismaéBig leicht, durch 
Schiitteln die Suspension zu homogenisieren, immerhin konnte ich in der 
Zahlkammer bei Fallen starker Agglutination kleine Haufchen von drei bis 
vier zusammengeballten Leucocyten feststellen, so daB der Leucocyten- 
zahlung eine gr6éBere Fehlerbreite beizumessen ist als bei der iiblichen Leuco- 
cytenzahlung. Nach meiner Erfahrung kénnen also bei der Bestimmung des 
Katalasewertes bei vergleichenden Untersuchungen nur Schwankungen tiber 
25 bis 30°, beriicksichtigt werden. 

Die bisher ausgefiihrten Versuche zeigten, dali bei Gesunden 
und bei stoffwechselgesunden, fieberfreien Patienten mit normalem 
Blutbilde der Kw 30’ 17° zwischen 6 und 11 liegt. Am haufigsten fand 
ich Werte zwischen 7 und 9. Bei ein und demselben Individuum an 
verschiedenen Tagen ausgefiihrte Bestimmungen zeigten Schwankungen 
bis 20°, also innerhalb der Fehlerbreite der Methodik. 


Bach und Zubkowa bestimmten die Katalasewirkung des mensch- 
lichen Gesamtblutes unter ahnlichen Bedingungen und kamen zu dem 
Resultat, daB 1 mg Blut in 30 Minuten im Mittel 16 mg H,O, zer- 
setzen. Von der normalen Erythrocytenzahl von 5 Millionen pro 
Kubikmillimeter ausgehend ergibt sich daraus eine Spaltung von 
3,2 mg pro Million Erythrocyten. Dabei ist aber die Katalasewirkung 
der in 1 mg Blut befindlichen Leucocyten und des Serums noch 
nicht beriicksichtigt, so daB der Wert in Wahrheit noch kleiner aus- 
fallt. Die Katalasewirkung der Leucocyten ist also bedeutend gréBer, 
mindestens dreimal so groB als diejenige der Erythrocyten. Bei ihrer 
relativ geringen Anzahl kénnen sie trotzdem nur eine bescheidene 
Rolle in dem Zustandekommen der Katalasewirkung des Gesamtblutes 
spielen. Vielleicht kommt dieser Fahigkeit eine gréBere Bedeutung 
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lort zu, wo es sich um starkere lokale Leucocytenansammlungen 
handelt (Abszesse, Infiltrate). 

Da es nicht méglich ist, eine gewisse Leucocytenart isoliert aus 
dem Blute zu erhalten, kénnen auf die Katalasewirkung der einzelnen 
Leucocytenarten nur indirekt Schliisse gezogen werden. LEiter oder 
Exsudatleucocyten zu diesem Zwecke zu verwenden, halte ich nicht 
fiir statthaft, da es sich in solchen Fallen immer um pathologisch ver- 
inderte Leucocyten handelt. Hingegen ist die Méglichkeit gegeben, 
durch Untersuchung von Fallen mit starker einseitiger Vermehrung 
einer gewissen Zellart (Lymphocytosen, Eosinophilien) auf deren 
Wirksamkeit zu schlieBen. Vereinzelte Untersuchungen bei Leukamien 
scheinen zu beweisen, dab, je jiinger, undifferenzierter eine Zelle ist, 
um so kleiner ihre peroxydspaltende Wirkung. So zeigte ein Fall von 
akuter Myeloblastenleukimie den auffallend niedrigen Wert von 
Kw 30’ 17° = 2,4, wahrend ich bei chronischen Myelosen normale, 
bis an der unteren Grenze der Norm stehende Werte fand. Die Zahl 
der Untersuchungen erlaubt jedoch in dieser Richtung noch keinen 
endgiltigen SchluB. 

Literatur. 

1) Bach und Zubkowa, diese Zeitschr. 125, 283, 1921. 2) P. Szilard, 

Eine Methode zur isolierten Gewinnung der weiBen Blutkérperchen, Pfliigers 
Arch. 211, 597, 1926. Desgleichen, Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden. 3) Virtanen und Karstrém, diese Zeitschr. 68, 9, 1925. 
4) Morgulis, Beber, Rabkin, Journ. of biol. Chem. 68, Nr. 3, 1926; Morqulis 
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Klin. Wochenschr. Nr. 48, 1923. 6) BE. Schulz, Inaug.-Diss., Berlin 1923. 
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Die Existenz von zwei Komponenten in der Malzdiastase. 


Von 
Olle Edfeldt, Gunborg Nordh und Toivo Swaetichin. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut zu Lund, Schweden.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1930.) 


Die Malzdiastase besteht nach Ohlsson (3) (4) (5) aus zwei ver- 
schiedenen Amylasen, also nicht aus Amylase und Dextrinase. Er 
hat auch gezeigt, daB diese beiden Amylasen infolge ihrer verschiedenen 
Stabilitat durch Temperaturerhéhung oder Verainderung der Wasser- 
stoffionenkonzentration voneinander getrennt werden kénnen. In 
einer vor kurzem erschienenen Abhandlung sagt Ernstrdm (1), dal) 
er trotz vieler Versuche keine Andeutung einer solchen Verschiedenheit 
in der Stabilitét gefunden hat. .,Wird die Verzuckerungsfihigkeit der 
Amylase ganz oder teilweise zerstért, so wird in Proportion damit auch 
das dextrinbildende Vermégen des Enzympriparats verkleinert.’ 
Er zitiert zwei Abhandlungen von Slosse und Limbosch (7) und von 
Lowartz (2), die nack Ernstriém die Angaben Ohlssons bestritten haben 
sollen. Hier ist zu bemerken, daB diese Arbeiten erstens 14 bzw. 2 Jahre 
friiher als Ohlssons erste Mitteilung erschienen sind, zweitens nicht 
Malzamylase, sondern Speichelamylase bzw. Amylase im Magensaft 
von Potamobius astacus behandeln. Sie haben also keine Beziehung 
zu Ohlssons Untersuchung iiber Malzamylase. Aus Sjdbergs (6) Unter- 
suchungen iiber Phaseolusamylase kénnen auch keine Schliisse betreffs 
der Eigenschaften der Malzamylase gezogen werden. Die Richtigkeit 
von Ohlssons Angaben kann nur durch Wiederholung seiner Versuche 
gepriift werden, nicht aber durch Verwendung von anderen, vielleicht 
ungeeigneten Methoden, und namentlich nicht durch Untersuchung 
von anderen Enzymen. Wir haben darum eine kontrollierende Unter 
suchung in genauer Ubereinstimmung mit den Vorschriften Ohlssons 


ausgefiihrt. 
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Darstellung des Enzymprdparates. 2300 g Griinmalz werden in einer 
Fleischmaschine gemahlen und mit dem gleichen Gewicht Wasser im 
Kisschrank waihrend 16 Stunden extrahiert. Danach wird in der Biichner- 
presse abgepreBt und filtriert. Das Filtrat wird nach Zusatz von Toluol im 
Eisschrank aufbewahrt und bei den Versuchen direkt, ohne vorhergehende 
Dialyse, verwendet. 

Bestimmungsmethoden. Die Aktivitat der Dextrinogenamylase wird nach 
Wohlgemuth in Gegenwart von Phosphatpuftfer ,,0,12 sekundir‘ bestimmt. 
Hinsichtlich naherer Einzelheiten sei auf Ohlsson (4) verwiesen. Die Aktivitat 
wird durch die GréBen X und Y angegeben, wobei sich X auf die Grenze 
zwischen dem letzten schwachgelblichen und dem ersten gelbbraunen 
Rohr bezieht. Y bezieht sich in entsprechender Weise auf die zweite Grenze 
zwischen Violett und rein Blau. Die von eventuell anwesender Saccharogen- 
amylase herriihrende Aktivitét ist, gemessen in dieser Weise, so gering, 
daB sie vernachlassigt werden kann. 

Die Aktivitét der Saccharogenamylase wird in folgender Weise be- 
stimmt: Ein Kolben wird mit 25 cem 2°, iger Lésung von léslicher Starke 
und mit 10cem 1/15 mol. Phosphatpuffer ,,0,12 sekundar“ beschickt. 
Der Kolben wird in einen Wasserthermostaten von 38° gebracht. Nachdem 
die Lésung die Temperatur des Wassers angenommen hat, werden 5 ccm des 
im Verhaltnis 1:25 verdiinnten Enzyms zugesetzt. Nach 30 Minuten 
werden 10 ccm herausgenommen und das Reduktionsvermégen durch 
Titration nach Bangs erster Methode, der Hydroxylaminmethode, bestimmt. 
Das Reduktionsvermégen, in Milligramm Maltose ausgedriickt, wird als 
MaB fiir die Aktivitat verwendet. Die von eventuell anwesender Dextrinogen- 
amylase gebildete Maltosemenge ist bei dieser Verdiinnung des Enzyms so 
gering, da sie vernachlassigt werden kann. 

Kénnen die beiden Aktivitdten unabhdngig voneinander variieren? Um 
die Frage zu entscheiden, haben wir die Enzyme Ohlssons Vorschriften 
gemaif voneinander isoliert und untersucht, ob die nach den beiden 
obenstehenden Methoden gemessenen Fahigkeiten zur Zuckerbildung und 
zur Stairkehydrolyse, wie Ernstrém angibt, proportional miteinander, 
oder wie Ohlsson behauptet, unabhingig voneinander variieren kénnen. 

. 

Darstellung von Dextrinogenamylase. In einem Wasserthermostat von 
70° werden in einem Kolben 75 ccm Wasser auf diese Temperatur erwiirmt. 
Darauf werden 25 cem Malzlésung zugesetzt. Nach zehn Minuten wird der 
Kolben mit kaltem Wasser abgekiihlt. Die entstandene Fallung wird nicht 
abfiltriert. 

Darstellung von Saccharogenamylase. 50 ccm Malzlésung werden unter 
Eiskiihlung mit 23 cem Wasser und 27 ecem n/10 Chlorwasserstoffsiure 
versetzt. Nach 15 Minuten werden 50 ccm dieser Lésung zu einem Gemisch 
von 24,5 ccm 1/15 mol. sekundirem Natriumphosphat und 25,5 ccm Wasser 
gegeben. Die Wasserstoffionenkonzentrationen werden sowohl in der so 
gewonnenen Saccharogenamylaselésung als auch in der zuriickgebliebenen 
sauren Lésung bestimmt. Sie betrug in dieser py = 3,23 und in jener 
Pu 6,17. 


Die Aktivitéten der urspriinglichen Malzlésung und die der daraus 
erhaltenen beiden Enzympraparate wurden untersucht. Hierbei wurde 
die urspriingliche Malzlésung im Verhaltnis 1 : 4 verdiinnt, um denselben 
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Verdiinnungsgrad wie bei den beiden anderen Enzymen zu erhalte: 
Das Resultat ist in folgender Tabelle wiedergegeben: 





Maltose x \ 
mg 
Urspriingliche Malzlosung . .... 48,0 247 1460 
Dextrinogenamylase. . ...... 5,6 148 885 
Saccharogenamylase. . . . . ae 32.4 6 380 


Die Tabelle zeigt, daB die Aktivitat ,,mg Maltose‘‘ ganz unabhangig 
von den Aktivitaten X und Y variiert. Wenn man den gegebenen Vor- 
schriften folgt, sind diese Versuche auBerordentlich leicht auszufiihren 
Die Angaben Ohlssons sind somit vollstandig bestatigt. 


Literatur. 

1) Ernstrém, Uber Amylasen. Diss. Stockholm 1930. 2) Lowartz, 
Fermentforschung 3, 241, 1920. 3) Ohlsson, Compt. rend. soc. biol. 87, 
1183, 1922. 4) Derselbe, Compt. rend. du Lab. Carlsberg 16, Nr. 7, 1926. 

5) Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 17, 1930. 6) Sjdberg, 
diese Zeitschr. 1338, 294, 1922. 7) Slosse und Limbosch, Arch. intern. 


Physiol. 6, 365, 1908. 
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Uber die Herstellung von kristallisiertem Methimoglobin. 


Von 


Anna Dénes. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungarischen 


Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1930.) 


Die Herstellung von kristallisiertem Methimoglobin, das ja zur 
einwandfreien Untersuchung seiner verschiedenen Eigenschaften durch- 
aus nétig ist, war infolge seiner Leichtléslichkeit in Wasser und auch 
in verdiinntem Alkohol stets mit erheblichen Schwierigkeiten ver- 
bunden. Diese sind in der von Haurovitz' beschriebenen Methode 
behoben; nach dieser laBt man eine dichte Suspension von Oxyhaimo- 
globinkristallen in 20°,igem Alkohol ohne jeden weiteren Zusatz 
einige Wochen lang unter haufigem Durchschiitteln mit Luft stehen, 
worauf sich die Kristalle insgesamt in Methimoglobin verwandeln. 
Woran es liegt, daB es mir auch nach Monate langem Stehenlassen in 
keinem Falle gelungen ist, nach dieser Vorschrift eine auch nur an- 
genaihert vollstandige Umwandlung zu erlangen, vermag ich nicht zu 
erkliren, kann jedoch hinzufiigen, da unter Einhaltung des von 
Haurovitz angegebenen Hauptprinzips, Methamoglobin in _ beliebigen 
Mengen kristallisiert bzw. wiederholt umkristallisiert erhalten werden 
kann, wenn man von Haurovitz abweichend Ferricyankalium in mini- 
malen Mengen mit einwirken laBt. Daf’ man es wirklich niit reinem 
Methaimoglobin zu tun hat, soll durch nachstehend beschriebene Ver- 
suche gezeigt werden. 


Beschreibung des Verfahrens. 

Frisch abgenutschte Pferdeoxyhimoglobinkristalle, die stets noch 
40 bis 50°, Wasser enthalten, werden in einem Gemisch suspendiert, 
das aus soviel Kubikzentimeter Wasser und halb soviel Kubikzentimeter 
96°igem Alkohol besteht, als Gramm Oxyhaimoglobin abgewogen 
wurden: dieses Gemisch wird mit soviel in Wasser geléstem Ferri- 
cyankalium versetzt, da dessen Konzentration 0,017°,,  betragt. 
Diese Suspension lit man dann in einer Flasche mit eingeschliffenem 


1 Haurovitz, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 1, 1924. 
31* 
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Glasstopfen 8 bis 10 Wochen lang im Eisschrank stehen, riihrt alle 
2 bis 3 Tage die sedimentierten Kristalle mit einem Glasstab auf und 
schiittelt mit Luft kraftig durch. Nach der erwahnten Zeit ist die Um- 
wandlung vollendet, daran kenntlich, daB der Methamoglobinstreifen 
im Rot deutlich, die beiden Oxyhamoglobinstreifen kaum oder gar 
nicht zu sehen sind. Ich muB jedoch ausdriicklich bemerken, dab die 
Umwandlungszeit von der Konzentration des Alkohols innerhalb 
gewisser Grenzen, das ist zwischen 4 und 20 °.., unabhangig ist ; weiterhin 
da in einer Versuchsreihe, in der bloB wenig (einige Gramm) angesetzt 
wurde, die Umwandlung in einigen Tagen vollendet war; ferner, dal 
es nicht von wesentlichem Belang ist, ob man die Suspension in nicht 
allzu warmem Zimmer oder im Eisschrank stehen abt; endlich, 
daB innerhalb gewisser Grenzen auch die Konzentration des zugesetzten 
Ferricyankaliums nicht genau die oben angefiihrte sein muB. Ver- 
wendet man aber die Halfte jener Konzentration, so ist die Umwandlung 
auch nach 2!'. Monaten sehr wenig vorgeschritten, und nimmt man 
die fiinffache Konzentration, so erhalt man neben kristallisiertem 
Methamoglobin auch amorphes in betrachtlichen Mengen. 


Eigenschaften meiner kristallisierten Methimoglobinpriparate. 


Ist die Umwandlung vollendet, so wird der aus langen, nadel- 
formigen oder aus polygonalen, plattenférmigen Kristallen bestehende 
Bodensatz abgenutscht. Er stellt in diesem Zustande einen dunkel- 
braunen Kristallkuchen dar, der in Wasser bei weitem nicht so Jeicht 
léslich ist, als das nach dem alten Verfahren dargestellte Methaimo- 
globin, und kann aus verdiinntem Alkohol durch Abkiihlung binnen 
wenigen Stunden umkristallisiert werden. Wird das Praparat bei 
40° C getrocknet, so ist es in Wasser triibe, in Alkalien klar léslich; 
trocknet man bei 106°C, so ist es in Alkalien Jeidlich, in Wasser gar 
nicht mehr léslich. 

Nun ist noch die Frage zu beantworten, ob das nach obigem Ver- 
fahren kristallisiert erhaltene Methamoglobin identisch ist mit dem 
der friiheren Autoren. Es muBte zu diesem Behufe 


a 


die Ursache der verringerten Wasserléslichkeit meines Praparats 
ermittelt werden, 
b) der Eisengehalt und 


die Lichtabsorption lings eines Teiles des sichtbaren Spektrums 


~ 
— 


bestimmt werden. 


a) Nach den ialteren Verfahren, bei denen die Ausbeute eine sehr 
ungiinstige ist, liBt man die mit Ferricyankalium und Alkohol versetzte 
Lésung von Oxyhamoglobin nur wenige Tage lang stehen, nach Haurovitz 
und nach meinem Verfahren dagegen viele Wochen lang. Nun ist es 
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bekannt, daB durch konzentrierten Alkohol sowohl Oxyhimoglobin wie 


auch Methamoglobin aus ihren wasserigen Lésungen in reversibler Weise 
gefallt werden, die Fallung aber irreversibel wird, wenn sie lingere 
Zeit mit dem Alkohol in Beriihrung bleibt. Verdiinnter Alkohol wirkt 
in analoger Weise, jedoch gerade infolge seiner geringeren Konzentration 
derart, da durch ihn wahrend weniger Tage (altes Verfahren) die 
Léslichkeit des Methimoglobins kaum geandert, wohl aber deutlich 
verringert wird, wenn man, wie nach Haurovitz und meinem Verfahren, 
die Wirkungsdauer auf viele Wochen vermehrt. Diese Abnahme der 
Léslichkeit ist es, die sowohl das Auskristallisieren des Methimoglobins, 
wie auch das Umkristallisieren erméglicht. 

b) Hinsichtlich des Eisengehalts des Methimoglobins konnte ich 
nur eine einzige, von Hiifner und Otto! herriihrende Literaturangabe 
ausfindig machen, was durch die erwahnten Schwierigkeiten der Dar- 
stellung kristallisierter Praparate erklirlich ist. Ware diese Angabe, 
nimlich 0,449 °,, richtig, so miiBte daraus gefolgert werden, daB das 
0,34°,, Eisen enthaltende Oxyhimoglobin anlaBlich seiner Umwandlung 
in Methimoglobin tiefergreifende Anderung erleidet als friiher an- 
genommen wurde. Die Bestimmung des Eisengehalts meiner Praparate 
war demnach nicht nur aus dem Grunde erwiinscht, weil auf diese Weise 
ihre Reinheit und Einheitlichkeit festgestellt werden konnte, sondern 
auch zur Beantwortung der soeben aufgeworfenen Frage betreffs der 
Verinderung des Oxyhimoglobins bei seiner Umwandlung in Met- 
hamoglobin. Die Eisenbestimmung habe ich nach dem von Jahn? 
umgearbeiteten, von Knecht und Hibbert? angegebenen Titanverfahren 
ausgefiihrt. Die Methimoglobinpraparate wurden in einem Platintiegel 
verascht, der Riickstand mit eisenfreiem KHSO, aufgeschlossen, die 
wisserige Lésung der Schmelze in CO,-Atmosphire mit einer TiCl,- 
Lésung unter Verwendung von Rhodankali als Indikator titriert bzw. 
mit einer Fe,(SO,),-Lésung von genau bekannter Konzentration 
zuriicktitriert. Die Ergebnisse der Bestimmungen sind in der nach- 
stehenden Tabelle I zusammengestellt. 

Es geht aus ihnen nicht nur hervor, daB der Eisengehalt des Met- 
himoglobins mit dem des Oxyhaimoglobins identisch ist, sondern auch, 
daB die Praiparate durch das zu ihrer Darstellung verwendete Ferri- 
cyankalium nicht verunreinigt sind; endlich auch, daB mit Ausnahme 
zweier Praparate, bei deren Analyse vielleicht sich Fehler eingeschlichen 
haben, die untersuchten Methaimoglobinpraparate einen  tberein- 
stimmenden Eisengehalt hatten. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 65, 1883. 
2 Ebendaselbst 75, 308, 1911. 
3 In Treadwells Lehrbuch der analytischen Chemie 8. 529. 
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Tabelle I. 


Eisengehalt in Prozenten. 





Kristallisation 





Praparat te = 
Nr I TT 1 
BB aug 
174 0,373 
2 ae \ 0.340 0.384 0.375 
U,o00 | 0.369 | 
0,368 ‘ 
3 0.362 | 0,362 uae 0.344 
0,356 - 
0,343 ) ,. 0,342 ) 7» asc 
4 0,352 j 0-348 0,359 ; 0346 
" 0.336 | 99- 0,340 i 
5 0,338 | 39% 0,342 | 0541 
z O308 |. oa O325 | « ane 
6 0/332 | 0,332 0327 | 0,326 


c) Bei der Identifizierung meiner Praparate mit Methamoglobin 
bzw. in der Beurteilung ihrer Reinheit kommt der Untersuchung ihrer 
Lichtabsorption eine gréBere Bedeutung zu als ihrem Eisengehalt. 
Diese Untersuchungen wurden mittels eines nach Martens und Griin- 
baum modifizierten Kénigschen Spektrophotometers (mit groBer Be- 
leuchtungsvorrichtung) ausgefiihrt. Als Lichtquelle diente eine Metall- 
fadengliihlampe; der Objektivspalt war auf 0,1 mm Breite eingestellt, 
der Okularspalt aber, der an den Apparaten von Kénigschem Typus 
nicht meBbar verstellbar ist, so breit genommen, daB er im Rot einen 
Spektralausschnitt von etwa 15mm, im Blau aber von etwa 5mm 
umfaBte. 


Die zu untersuchenden Lésungen wurden stets aus dem frisch 
abgenutschten Kristallkuchen bereitet und sofort der spektrophoto- 
metrischen Bestimmung zugefiihrt, ihre Konzentration aber auf Grund 
des Trockensubstanzgehalts des Kristallkuchens berechnet. Aus den 
auf 0,1°.ige Konzentration umgerechneten Extinktionskoeffizienten, 
den spezifischen Extinktionskoeffizienten, die beziiglich der neutralen 
udisserigen Lésung in der Tabelle II zusammengestellt sind, konnte 
sowohl auf die Stelle des Absorptionsmaximums wie auf den Verlauf 


der Absorptionskurve in dieser Gegend geschlossen werden. Aus der 
Tabelle II ist zu ersehen, daB ich die Stelle des Absorptionsmaximums 
e + . . . . 
in guter Ubereinstimmung mit den Angaben der neueren Autoren bei 
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Tabelle 11. 


Spezifische Extinktionskoeffizienten. 





tte des 


Praparat 
spektral- 25 hie 


won 4 5 6 — Hari , Quag- | 
rm wer iarielic 
— 1 11 1 I. I i 
uu Krist Krist Krist Krist. Krist Krist 
634.7 0,223 0,216 0,226 | 0.225 0,229 0.206 0,221 0222 0,230 
632.9 0,220 0,219 0,232 0,230 0,235 0,212 0,225 0,230 
631.3 0.226 60,223) «0.234 ) 3 (0,229) 0,236) 0.215) 0,227 0).234 


630.4 0.227 0.227 0.232 0.230 0236 0.217 O228 0,236 


629,3 0,222 0,225 0,232 | 0,231 0,236 0,217 0,227 
628,1 0,223 | 0,224 | 0,230 | 0,230 0,232 | 0,217 | 0,226 0,232 0,233 
625.5 0,220 0,219 | 0,226 | 0,224 0,227 0,213 0,221 0,224 0,229 


560,8 0,220 0,227 | 0,221 0,213 0,207 0,245 | 0,222 0,223 0,243 
5387,4 0,359 0370 0,367 0,363 0,850 0,388 | 0,866 0,373 


* Auf eine Konzentration von 0,1° 4 umgerechnet. 


etwa 630 uu gefunden habe (Jdderholm! 631 uy, Bertin-Sans* 633 uy, 
Dittrich® 632 uy, Formanek * 634 yu, Lewin, Miethe und Stenger? 626 pa, 
Rost, Franz und Heise® 634 wu, Hasselbalch? 630 wy, Hari® 630 py, 
Vlés® 635 wu, Quagliariello” 631 up). 

Dieselbe recht gute Ubereinstimmung besteht auch beziiglich 
des Wertes der Extinktionskoeffizienten an den benachbarten Stellen, 
zu welchem Vergleich naturgemaB nur die Daten von solchen Stellen 
herangezogen werden konnten, an denen auch von anderen Autoren 
Bestimmungen ausgefiihrt wurden. 

Die Werte des Quotienten ¢&5- 4 : 599.3 Sind in Tabelle ITT berechnet. 
Da die zweite Kristallisation an fiinf von insgesamt sieben Methimo- 
globinpraparaten ausgefiihrt wurde, die erste und die dritte aber nur 
an drei bzw. zwei Priparaten, sind die aus der zweiten Kristallisation 
erhaltenen Werte als die zuverlaissigsten anzusehen. Der Mittelwert 
stimmt mit dem von Hari™ angegebenen Wert 1,645 vorziiglich, weniger 


! 4. Jdderholm, Zeitschr. f. Biol. 20, 419, 1884. 
* Bertin-Sans, Compt. rend. de PAcad. des Sciences 106, 1243, 1888. 
> P. Dittrich, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 29, 247, 1891. 
4 J. Formanek, Zeitschr. f. analyt. Chem. 40, 505, 1901. 
5 L. Lewin, A. Miethe und E. Stenger, Ptliigers Arch. 118, 80, 1907. 
® EB. Rost, Fr. Franzund R. Heise, Arbeitena. d. Kaiserl. Gesundheitsamt 
32, 1901. 
7 K. Hasselbalch, diese Zeitschr. 19, 435, 1909. 
8 P. Hari. ebendaselbst 108, 271, 1919. 
® Fr. Vilés, Arch. de physique biologique 1, 1, 1921. 
1 DP. Quagliariello, Arch. di Scienze Biologiche IIT, 1922. 
1 lle. 
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gut mit dem von Biirker! mit 1,58 und von Quagliariello® mit 1,57 an- 
gegebenen iiberein. 
Tabelle III. 


Werte von £537,4 : £560,8- 





Priiparat Kristallisation 


Nr. Per wi Cee i 

1 1,57 

2 1,58 1,66 

3 1,59 1.62 

4 1.63 

5 1,66 1,70? 

6 1,69 1,59? 
Mittelwert: 1,58 1,65 1,65 + 


Dementsprecbend stimmen auch die fiir das Absorptionsverhaltnis 
(Vierordt) fiir diese beiden Stellen aus meinen Versuchen berechneten 
Werte mit denen von Hari vorziiglich tiberein, indem sie 





Bei mir Bei Huari* 
An der Spektralstelle 5874un .....~. 00455 0,00451 
> he - 560.8 au si 0,00274 0.00274 
* Hari, 1. ¢. 
betragen. 


In den sodaalkalischen Lésungen meiner Praparate wurden die 
Extinktionskoeffizienten jeweils an 15 Spektralstellen bestimmt 
doch weisen die Zahlenreihen an den meisten Spektraistellen derartige 
Unterschiede auf, daB es schlechterdings nicht méglich war, aus ihnen 
einen Mittelwert zu berechnen und sie auch nicht angefiihrt werden 
sollen. Ahnliche Unterschiede bestehen auch zwischen den Angaben 
friiherer Autoren, die ich, soweit sie sich auf dieselbe Spektralstelle 
beziehen, daher vergleichbar sind, in nachstehender Tabelle [V anfiibre 

Um so besser ist die Ubereinstimmung zwischen den in Tabelle V 
zusammengestellten Werten, die sich fiir den Quotienten é557 4 :-€590 
aus meinen Versuchsdaten berechnen lieBen, und den Angaben friiherer 
Autoren, die wie folgt lauten: Zeynek® 1,187, Hari* 1,215, Letsche® 
1,199, Quagliariello® 1,21, Vlés? 1,25. 


1 K. Biirker in Tigerstedts Handbuch der physiologischen Methodik 
IT, 200. 
Sle. 
3 Zeynek, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1899, S. 460. 
4 Hari, 1. ¢. 
5 Letsche, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 412, 1912. 
® Quagliariello, 1. ¢. 
7 Vles, l.c. 
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Tabelle IV}. 





Mitte des 
Spektral- 


ausschnitts Hari Quagliariello* 

“uu 

583 0,465 0,426 
579 0.491 0,451 
578 0,464 
575 0,495 0.465 
562 0,473 

561 0,476 0.438 
556 0,486 0.460 
537 0.565 

532 0,538 0,503 

* Auf eine Konzentration von 0,1° 9 umgerechnet 


Tabelle V. 





: Kristallisation 
> ‘ 
Praparat 


Nr pas 1] ul 


l 1,20 

2 1,19, 1,23 1,21 

3 1,16 1,19 1,18 

4 1,24 

5 1,20 1,20 

6 1,22 1,19 
Mittelwert: 119 1,21 119 


Durch diese Ubereinstimmung wird bewiesen, daB die sonstige Un- 
sicherheit der Werte der Extinktionskoeffizienten in der sodaalkalischen 
Lésung beziiglich dieser beiden Spektralstellen nicht besteht; hiermit 
im Zusammenhang stimmen auch die fiir das Absorptionsverhaltnis 
(Vierordt) aus den Extinktionskoeffizienten von friiheren Autoren und 
von mir berechneten Werte gut iiberein. Sie lauten bei 





An der Spektralstelle mir Zeynek * Butterfield ** Reinbold + Haritt 
587.4 wu 6.00169 0.00173 . 0.00177 0.00173 
560.8 wu 0.00204 0.09205 0.00186 0.00210 0.00210 
a 


Butterfield, Hoppe-Seyler’s Zeitschr. f. phys. Chem. 62, 173, 1909 

+ Reinbold, Ebendaselbst 85, 250, 1913. 

++ le, 

Durch obige Versuche, die auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Professor P. Hari ausgefiihrt wurden, ist erwiesen, daB 

! Haurovitz’ Daten sind in diese Tabelle nicht aufgenommen, da er in 
den Lésungen seiner Priiparate verschiedenste H*- bzw. OH~-Ionen- 
konzentrationen erzeugte. 





488 A. Dénes: Herstellung von kristallisiertem Methamoglobin. 


1. durch Ferricyankalium in minimaler Konzentration in vw 
diinntem Alkohol suspendiertes Pferdeoxyhimoglobin innerhalb einig 
Wochen in kristallisationsfahiges und leicht umkristallisierbares Met 
himoglobin verwandelt wird: 


2. Methamoglobin denselben Eisengehalt hat wie Oxyhdmoglobin 


3. die Stelle der maximalen Absorption der neutralen Methdmoglobi 
lisung am roten Spektralende an meinen Prdparaten dieselbe Lage hat 
wie von friiheren Autoren beschrieben ; 

4. auch der sonstige Verlauf der Absorptionskurve dieser Prdparat 
weder in neutraler noch in sodaalkalischer Lésung vom bisher beschriebenc, 
verschieden ist; daher auch der Wert der Extinktionskoeffizienten bzu 
des Absorptionsverhdltnisses (Vierordt) an den beiden von Hiifner zur 
Untersuchung des Blutfarbstoffs und seiner Derivate vorgeschlagenen 
Spektralstellen bei meinen Prdparaten angendhert derselbe ist, wie er von 
friiheren Autoren gefunden wurde. 
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Uber das Verhalten 


von Kohlenoxyd zu Metallverbindungen des Glutathions. 


Von 


Hans Hartmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Auf Vorschlag von Herrn O. Warburg untersuchte ich, ob Schwer- 
metalle mit Glutathion sich gegen Kohlenoxyd ebenso verhalten wie 
die Schwermetallverbindungen des Cysteins, deren Reaktion mit 
Kohlenoxyd W. Cremer! beschrieben hat. Dabei fand ich, daB Glu- 
tathion anders als Cystein unter den von mir gepriften Ver- 
haltnissen mit Eisen keine Kohlenoxydaufnahme zeigt, daB es aber 
mit Nickel unter den gleichen Verhaltnissen eine Carbonylverbindung zu 
bilden vermag. 

Die Kohlenoxydaufnahme wurde manometrisch gemessen. Zur 
Messung wurden Manometer mit KegelgefaBen mit zwei Anhingen und 
einem Einsatz benutzt, wie sie von W. Cremer zur Untersuchung des 
Kohlenoxydferrocysteins verwendet worden waren. 

Die Herstellung des Glutathions geschah nach einer Vorschrift von 
F.G. Hopkins? vom Oktober 1929. Die einheitlich kristallisierte Substanz 
gab folgende Analysenwerte?: 





( H N Ss 
%>» wh "lo : 7) 


39,00 5,56 13,20 10,29 
Berechnet fiir Glutathion ((Cy)H4;N,S0,) 39,09 5,54 13,68 10,42 


) 


Die spezifische Drehung betrug fiir die griine Hg-Linie («)}?, 18,3°. 
1 W. Cremer, diese Zeitschr. 194, 231, 1928; 206, 228, 1929. 
2 F. G. Hopkins, Journ. of biol. Chem. 84, 1, 1929. 
3 Die Mikroanalysen wurden ausgefiihrt von Dr. A. Schdller, Berlin. 
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Eine Titration der Thiolgruppen des Glutathions in 30°,ige 
Essigsiure mit Jod und Starke als Indikator, eine Methode, die zuvor ai 
Cystein gepriift worden war und gute Resultate ergeben hatte, zeigt: 
da mehr als 99,5°,, der Substanz in SH-Form vorlag. 


Priifung der Kohlenoxydaufnahme von Glutathion mit Fe, Ni, Co, Mn und Cu. 
In den Hauptraum eines ManometerkegelgefaiBes fiillt man 2 com 
einer | mol. Kaliumboratlésung von py 9,5, in den Anhang I gibt man 
259 Millimol Glutathion (0,2cem einer m/50 GSH-Lésung), in den 
Anhang IT '/559 Milligrammatom Fe bzw. Ni, Co, Mn, Cu (0,1 cem 
einer m/50 Metallsulfatlésung). Der Gasraum enthalt Kohlenoxyd von 
Atmospharendruck, im GefiBeinsatz befindet sich Phosphor zu 
Beseitigung vorhandener Sauerstoffreste. Die Versuchstemperatur 
betrigt 20°. Nach Temperatur- und Druckausgleich wird das Glutathion 
aus AnhangI in den Hauptraum gekippt, wobei keine Anderung des 
Kohlenoxyddruckes auftritt. Gibt man die Metallsulfatlésungen aus 
Anhang II hinzu, so zeigt sich, daB beim Einkippen von Eisen, 
Kobalt, Mangan und Kupfer in alkalische Glutathionlésung keine 
meBbaren bzw. keine der GréBenordnung nach verwertbaren C O-Mengen 
aufgenommen werden. Dagegen bedingt das Einkippen des Nickels 
(als Nickelosulfat) eine starke Kohlenoxydaufnahme, die unter den 
angegebenen Versuchsbedingungen ein Fallen des Meniskus der Mano- 
meterfliissigkeit um etwa 100 mm ausmacht und erst nach mehreren 
Stunden abgeschlossen ist. 

Die Versuche wurden unter anderen Bedingungen und genauet 
wiederholt. Dabei wurde festgestellt, da} Glutathion mit Eisen ebenso 
wie bei px 9,5 (Boratpuffer), so auch bei py 4 (Citratpuffer), py 6 
(Citratpuffer), py 11 (Glykokollpuffer) und py 13 (n/10 NaOH) keine 
Kohlenoxydaufnahme zeigt. 

Bei Versuchen, die maximale Zahl von CO-Molekiilen festzustellen, 
die mit einem Ni-Atom des komplexen Nickeloglutathions reagieren, 
fand ich, daB am meisten Kohlenoxyd pro Atom Nickel aufgenommen 
wird, wenn zwei bis drei Molekiile Glutathion auf ein Atom Nickel 
kommen. Dann nimmt ein Atom Nickel fast vier Molekiile CO auf. 
Mehr Glutathion pro Atom Nickel vermindert die Kohlenoxydaufnahme. 
Naheres zeigen die Protokolle 1 und 2 und die Abb. 1. 

Zu Protokoll 1 und 2. 


Versuchsanordnung: Im Hauptraum des Manometergefaibes be- 
finden sich 2 ccm 1 mol. Kaliumborat von py 9,5. Der Anhang I] 


enthalt die Glutathionmengen 1/999 bzw. 4/599; 1 /o59> 4/167 3/199 Und 
1.) Millimol GSH, die nach Temperatur- und Druckausgleich in den 
Hauptraum gekippt werden, ohne daB dabei eine Druckanderung auftritt. 
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erhalten von Kohlenoxvd zu Metallverbindungen des CGlutathions 


Der Anhang II enthalt 0,121 mg Nickel, als NiSO, in 0,lecm Wasser 
velést. (Der Nickelgehalt wurde gravimetrisch nach T'schugaeff-Brunck 
bestimmt.) Beim Einkippen der Nickellésung beginnt die Reaktion, 
leren Endpunkt abgelesen wird. Im GefaiBeinsatz befindet sich Phosphor 
ler Gasraum enthalt CO. 


Protokoll 1. 


Versuchstemperatur 20°, Versuchsdauer 1200 Minuten 





(refab 1 trefals 2 Gefah 3 Gefal 4 (efi 
Millimol 1 Millimol 259 Millimol Millimol soo M 
GSH GSH GSH GSH GSH 
0.121 mg N 0.121 me N 0.121 mg N 121 mg N 0.121 meN 
(O-Aut-  ; 
nahme |! 149 161 172 175 152 


1 comin 


LNi',GSH LINi1LGSH INi2GSH LNISGSH 1Ni5GSH 


Protokoll 2. 


Versuchstemperatur 37°, Versuchsdauer 600 Minuten. 





Grefa l Grefik ? Gefi Gef j 
Millimol Millis M | 
GSH GSH GSH GsH 
0.12lmeN 0.121 mg 0.121 g N 0.121 N 
(0-Aufnahme in cmm 173 172 149 132 
1Ni2GSH 1Ni3SGSH 1Ni5GSH LNiLLOGSH 


0.121 mg Ni nehmen maximal 175 cemm CO auf, dann nimmt ein 
Atom Ni nahezu vier Molekiile CO auf (Berechnet fiir 4CO: 
Issemm CO.) 





olf ave 
errr rt tae 


Abb. 1 gibt eine graphische Darstellung der Protokolle 1 und 

Eine photochemische Dissoziation, wie sie viele Eisencarbony! 
verbindungen zeigen, lieB sich bei der Nickelcarbonylverbindung des 
Glutathions bei Belichtung mit einer 50-jVatt-Metallfadenlampe aus 
5em Entfernung nicht nachweisen. 








492 H. Hartmann: 


Die quantitative Trennung von Glutathion und Cystein 

nach ihrem Verhalten zu Kohlenoxyd beim Zusatz von Eisen und Nickel, 

Da nach F. G. Hopkins! das Glutathion in wasseriger Lésung bi 
mehrstiindigem Kochen im Wasserbad gespalten wird, und da keine 
der drei im Glutathion enthaltenen Aminosduren (Glykokoll, Amin: 
glutarsiure und Cystein) eine Nickelcarbonylverbindung bildet, wa- 
ich gepriift habe, mub die CO-Aufnahme einer Glutathionlésung bein, 
Zusatz von Nickel, wenn man die Lésung durch Kochen fortlaufend 
zersetzt, mehr und mehr verschwinden. Da beim Kochen des Glu 
tathions Cystein frei wird, das intermediar entsteht, und da Cystein 
mit Eisen in CO-Atmosphare Kohlenoxydferrocystein bildet, wird sich 


. 


beim Zusatz von Eisen zu einer durch Kochen zerlegten Glutathion 
lésung in CO-Atmosphare eine Eisencarbonylverbindung — bilden 
namlich CO-Ferrocystein —-, die photochemisch dissoziierbar ist und 
in der zwei Molekiile Cystein mit einem Atom Eisen unter Aufnahme 
von zwei Molekiilen CO reagieren?. Die Protokolle 3 bis 6 zeigen dic 
Ergebnisse der Versuche. 

Versuchsanordnung: Im Hauptraum des ManometergefiBes be- 
finden sich 2 ccm 1 mol. Kaliumborat von px 9,5. Der Anhang I enthalt 
die Glutathionlésung, die nach Temperatur und Druckausgleich in den 
Hauptraum gekippt wird, wobei keine Druckanderung auftritt. Der 
Anhang II enthalt die Fe- bzw. Ni-Lésung, bei deren Einkippen in den 
Hauptraum die Reaktionen beginnen, deren Endpunkte abgelesen 
werden. Im GefaBeinsatz befindet sich Phosphor, der Gasraum enthalt 
Kohlenoxyd, die Versuchstemperatur betragt 20°. 


Protokoll 3. 
Zum Versuch wurde eine frisch hergestellte m/50 Glutathionlésung benutzt. 
Das Lésungsmittel war Wasser. 





Gefab 1 Gefab 2 
1/<99 mg-Atom Fe 1/599 mg-Atom Ni 
1/359 Millimol GSH 1/359 Millimol GSH 
CO-Aufnahme in cmm . . 0 173 


Protokoll 4. 
Die Glutathionlésung (Protokoll 3) war 4 Stunden im siedenden Wasserbad 





erhitzt. 
I Gefab 1 Gefa6 2 
1/599 mg-Atom Fe 1/599 mg-Atom Ni 
1/959 Millimol erhitztes GSH 1/459 Millimol erhitztes GSH 
CO-Aufnahme in emm 51 40 


1 F. G. Hopkins, Journ. of biol. Chem. 84, 1, 1929. 
2 W. Cremer, diese Zeitschr. 206, 228, 1929. 
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Protokoll 5. 





$93 


gen des Glutathions 


Die Glutathionlésung war 10 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt. 





Gefab 1 Gefails 2 
oo Mg-Atom Fe 'iso0o mg-Atom Ni 
2 Millimol Millimol 


erhitztes GSH 


()-Aufnahme in ecmm. 
(-Abgabe beim Belichten 


( O-Wiederaufnahme im Dunkeln 


Protokoll 6. 


Die Glutathionlésung war 24 Stunden im sie 


erhitztes GSH 


17 
0 
‘) 


— 
IO DO Or 


“<lenden Wasserbad erhitzt. 





Gefab 1 
1/599 mg-Atom Fe 
1559 Millimol erhitztes GSH 


Gefab 2 


1/,99 mg-Atom Ni 








2590 Millimol erhitztes GSH 


(O-Aufnahme in emm 10 1 


Aus den Protokollen 3 bis 6 sieht man, wie mit fortschreitender 
Zersetzung des Glutathions an Stelle der Ni-CO-Reaktion die Fe-CO- 
Reaktion tritt wegen der intermedidren Bildung von Cystein. Da aber 
auch das Cystein durch Kochen zerstért wird, findet man im Laufe der 
Zersetzung des Glutathions nie zwei Molekiile CO auf ein Atom Fe, 


sondern immer weniger. 


Zusammenfassung. 
Nickel bildet mit Glutathion in alkalischem Medium eine Carbonyl- 
Grammatom Nickel maximal vier Mole 
Mit Fe, Co, Mn und Cu lassen sich keine Kohlen- 
nachweisen. 


verbindung, in der ein 
Kohlenoxyd bindet. 
oxydverbindungen Die Nickelcarbonylverbindung des 


daB 
Glutathion mit Eisen in CO-Atmosphiare nicht reagiert, aber mit Nickel 


Glutathions ist nicht photochemisch dissoziierbar. Dadurch, 
eine Carbonylverbindung bildet, und sich darin dem Cystein, das mit 
Eisen eine Carbonylverbindung entstehen laBt und mit Nickel kein 
Kohlenoxyd aufnimmt, entgegengesetzt verhalt, ist es médglich, freies 


Cystein neben Glutathion nachzuweisen und zu bestimmen. 





Uber die individuelle Existenz und Bestindigkeit von 
Dioxyaceton und Glycerinaldehyd in wisseriger Lésung. 


Von 
Carl Neuberg und Herbert Collatz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


Wie M. Kobel und W. A. Roth! gezeigt haben, besitzt bemerkens- 
werterweise das Dioxyaceton einen um 67,5 bzw. 65,8 cal pro Gramm 
héheren Verbrennungswert als Glucose und Fructose. Mit dieser 
Untersuchung, die durch das Entgegenkommen und die Hilfe von 
Herrn Prof. Roth erméglicht wurde, sollte in thermochemischer Hinsicht 
der Befund von C. Neuberg und M. Kobel? kontrolliert werden, daB dic 
Ketotriose von einer zu ihrer Vergirung befahigten Hefenart nicht 
direkt zerlegt wird, sondern erst nach der Kondensation zu Hexose. Der 
strenge Beweis dafiir war von Neuberg und Kobel durch die Isolierung 
von Hexose-mono-phosphat bei der Einwirkung von Saccharomyces 
Ludwigii auf Dioxyaceton geliefert. Zu dem gleichen Resultat beziiglich 
des gréBeren Energie-inhalts der Ketotriose gelangte AK. /wasaki*: 
auch dieser Autor konnte dartun, daB die Vergérung des Dioxyacetons 
durch den oben genannten Erreger iiber die Hexose-stufe vollzogen wird, 
indem er unter etwas anderen Arbeitsbedingungen ebenfalls ein Hexose- 
derivat, namlich einen Di-phosphorsdure-ester der 6-Kohlenstoffreihe, 
erhielt. Roth’ hat nun in Fortsetzung der erwaihnten kalorimetrischen 
Arbeit angegeben, daB beim Stehen oder Auflésen der Ketotriose Ver- 


1 M. Kobel und W. A. Roth, diese Zeitschr. 2038, 159, 1928. 

2 ©. Neuberg, Ann. de la Brasserie et Dist. 27, 65, 1928; C. Newberg 
und M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 452. 1928; vgl. auch C. Neuberg und 
A. Gottschalk, ebendaselbst 154, 487, 1924; C. Neuberg und E. Simon, 
ebendaselbst 187, 236, 1927. 

3 K. Iwasaki (mitgeteilt von O. Meyerhof), Ann. de la Brasserie et 
Dist. 27, 81, 1928; diese Zeitschr. 203, 237, 1928 

o A. Roth, Zeitsche. f. Elektrochem. 35, 186, 1929. 
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C. Neuberg u. 


inderungen eintreten, die sich durch abnormes Verhalten bei der Be- 
timmung der Lésungswarme offenbaren. Als Ursache bierfiir betrachtet 
r die Keto-Enol-Umlagerung oder die Wanderung eines Sauerstoff- 
itoms!, Vorginge, die rasch und in hohem Ausmabe (in 30 Sekunden 
his 50°, der noch unverdnderten Menge) ablaufen sollen. Eine der- 
artige Isomerisierung wiirde die Méglichkeit des freiwilligen Cbergangs 
von Dioxyaceton in Glycerinaldehyd involvieren, da iiber die Enole 
aus Ketosen Aldosen hervorgehen. Der Autor hat neuerdings* seinet 
Auffassung einen noch bestimmteren Ausdruck insofern verliehen, als 
er in seinen Messungsergebnissen die Erklarung fiir interessante physio- 
logische Feststellungen von, A. Virtanen, H. Karstrém und O. Turpeimnen?® 
erblickt, welche ausdriicklich eine Enolisierung von Dioxyaceton mit 
einer Entstehung von Glycerinaldehyd gleichsetzen. Eine aus der 
Natur gewisser Vergarungsprodukte indirekt abgeleitete Umwandlung 
von Dioxyaceton in Glycerinaldehyd halten wir, durchaus in Uberein- 
stimmung mit den finnischen Autoren, fiir biochemisch veranlabt: 
immerhin ist zu bedenken, daB die von ihnen zugefiigten Kreidemengen 
bei Brutschranktemperatur auch eine unspezifische Umwandlung der 
Ketotriose begiinstigen kénnten (vgl. S. 497). 


Ein Ubergang von Dioxyaceton in Glycerinaldehyd, der iiber die 
heiden Triosen gemeinsame Enolform geschieht, ist von A. Wohl und 
C'. Neuberg4 vor vielen Jahren beschrieben worden, und neuerdings 
haben H.O. L. Fischer, C. Taube und E. Baer® auch die Umwandlung 
von Glycerinaldehyd in Dioxyaceton erzielt. Bei allen diesen Lsomeri- 
sierungen hat es sich erwiesenermaBen um die bekannte umlagernde 
Wirkung von Hydroxylionen (Laugen oder Pyridin) gehandelt®. Die 
Frage, ob auch ohne chemischen Eingriff die freiwillige Isomerisierung 
von Dioxyaceton in Glycerinaldehyd méglich ware, beansprucht aus 
allgemeinen, theoretischen Griinden ein bedeutendes Interesse, nament- 
lich aber auch in physiologischer Beziehung. Speziell fiir das Garungs- 
problem ist die Klarung der Frage deshalb von Belang, weil eine spontane 
Umlagerung, falls sie wirklich eintrite, den Umstand verstandlich 
machen wiirde, daB die meisten lebenden Hefen das Dioxyaceton nicht 
angreifen, sondern nur einzelne, z. B. der vorhin erwaihnte Erreget 


1 Gemeint ist wohl ein Wasserstoffatom. 


2 W.A. Roth, Naturw. 17, 960, 1929. 

3 4.1. Virtanen, H. Karstrém und O. Turpeinen, Naturw. 1%, 877, 
1929; Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 7, 1930. 

4 4. Wohl und C. Newberg, B. 38, 3095, 1900. 

5 H.O.L. Fischer, C. Taube und E. Baer, B. 60, 479, 1927. 

6 Dasselbe nehmen auch W.L. Evans und H. B. Hass an (Journ 
Amer. Chem. Soc. 48, 2707, 1926), die bei thren diesbeziiglichen Versuchen 
mit Atzalkalien altere Angaben nicht beriicksichtigen. 
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Sacch. Ludwigii!; Glycerinaldehyd ist namlich nicht durch frische Heft 
vergarbar, wie das aus mehreren diesbeziiglichen Untersuchungen folgt 2 

Um nun zu entscheiden, ob ein freiwilliger Ubergang von Dioxy 
aceton in Glycerinaldehyd stattfindet, haben wir eine grobe Reihe von 
Untersuchungen an wasserigen Lésungen von reinstem Dioxyaceton vor- 
genommen, welche langere Zeit in sauberen GefaiBen gestanden hatten 
Einerlei, ob 24 Stunden, 2 Tage oder 2 Wochen alte Lésungen benutzt 
wurden, niemals konnte eine Umwandlung in Glycerinaldehyd oder auch 
nur in ein Enol, das Brom verbrauchen wiirde, konstatiert werden. P. A. 
Levene und A. Walti? haben dargetan, da®B bei einjahrigem Lagern von 
rohem, unreinem Dioxyaceton in festem Zustande Kondensations- 
produkte entstehen, die sie als atherartige Gebilde auffassen. Ganz 
reines Dioxyaceton, das in paraffinierten GefaiBen aufbewahrt wird, 
halt sich viele Monate unverdndert. Niemals haben wir an solchen 
Praparaten das von Roth beschriebene schnelle Feuchtwerden und 
glasige Aussehen konstatieren kénnen. Um vdollig sicher zu gehen, 
haben wir zu den Versuchen nur solches Dioxyaceton verwendet, das 
ganz frisch im Hochvakuum destilliert gewesen war. 

Die Feststellung, daB in reinen wasserigen Lésungen des Dioxy- 
acetons kein Glycerinaldehyd und kein Enol auftritt, laBt sich einwand- 
frei in folgender Weise erbringen: Gegen Brom als Oxydationsmittel 
besitzt das Dioxyaceton eine nahezu unbeschrankte Widerstandsfahig- 
keit, waihrend Glycerinaldehyd durch Brom, wie schon vor 30 Jahren 
von Wohl und Neuberg (a. a. O.) gefunden ist, zu Glycerinsiure oxydiert 
wird und das Enol, genau wie der Aldehyd, zwei Atome Brom mit 
Beschlag belegen wiirde. 

Versetzt man Dioxyaceton-lésungen, die verschiedene Zeiten hin- 
durch aufbewahrt waren, mit titriertem Bromwasser und belaBt die 
Gemische bei Zimmertemperatur im Dunkeln, so findet man bis zu neun- 
tagiger Aufbewahrung lediglich einen spurenhaften Schwund des Broms. 

Zu Vergleichen muBten Versuche mit Glycerinaldehyd angestellt 
werden. Hierzu diente das reine kristallisierte Praparat, dessen Losungen 
ebenfalls vorher mindestens 24 Stunden gestanden hatten. Der 


1 H. Haehn und M. Glaubitz, B. 60, 490, 1927. Diese Forscher, 
denen man jene Erkenntnis verdankt, haben Entstehung von CO, 
und qualitativ Weingeist nachgewiesen, aber keine anderen Umsetzungen 
beschrieben. 

2 Dies ist in den letzten Jahren von Neuberg, Farber, Lewite und Schwenk 
(diese Zeitschr. 88, 261, 1917) sowie von Haehn und Glaubitz (1. c.) gezeigt 
und jiingst von Kostytschew und Jegorowa (H. 181, 266, 1929) abermals 
bestatigt; gleich uns haben sie, wie aus ihrem allerdings unvollstandigen 
Zitat hervorgeht, den nach dem Verfahren von Wohl und Neuberg (B. 33, 
3100, 1900) zuganglichen reinen Glycerinaldehyd benutzt. 

3 Journ. of biol. Chem. 78, 23, 1928. 
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Glycerinaldehyd wird bei der gleichen Behandlung mit Brom schnell 


angegriffen. Nach 16 Stunden ist bereits mehr als die Halfte oxydiert. 
Dann schreitet die Reaktion, wie es fiir Aldosen nicht selten ist, langsam 
fort und ist nach 7 Tagen bei den gewahliten milden Bedingungen 
und bei der herrschenden Verdiinnung beendet. 

Damit ist die individuelle Existenz der beiden Triosen in ihren 
wasserigen Lésungen bewiesen. Eine Umwandlung von Glycerin- 
aldehyd in Dioxyaceton kommt ebenfalls nicht in Frage, weil 
dann der Bromverbrauch nicht der fiir den Aldehyd berechnete hatte 
sein diirfen. 

Da mdéglicherweise aus irgendeinem Grunde das Verhalten eines 
Gemisches von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton anders hatte sein 
kénnen, derart daB einmal vorhandene Mengen von Glycerinaldehyd 
die weitere Umwandlung der Ketotriose in Aldotriose katalysieren oder 
Kondensationen zu Hexosen (2. Fischer, E. Schmitz) bedingen wiirden, 
haben wir auBerdem Versuche mit Gemischen der beiden 3-Kohlen- 
stoffzucker ausgefiihrt. Es zeigte sich auch hier, daB die Gegenwart 
von praformiertem Glycerinaldehyd keine Umwandlung von Dioxy- 
aceton zur Folge hat. Der Bromverbrauch entspricht vollkommen dem 
des zugefiigten reinen Glycerinaldehyds. Somit ist eine Kondensation 
zu Hexose ebenfalls auszuschlieBen, da eine Aldohexose weniger Brom 
verzehrt als die Aldotriose: und ein Verschwinden von Glycerin- 
aldehyd durch Polymerisation zu Ketohexose ist abzulehnen, da diese, 
gegen Brom bestandig, kein Halogen beanspruchen wirde. 

Die von Roth angegebene Umlagerung des Dioxyacetons, die er 
auf 40 bis 50°, der noch unveranderten Menge in einer halben 
Minute berechnet, hat eine noch ungewisse Ursache; vielleicht handelt 
es sich, wie er auch selbst nicht ausschlieBen will, um eine Wirkung 
des von den GlasgeféiBen abgegebenen Alkalis, oder um die Ein- 
stellung eines Gleichgewichtes zwischen Oxo- und Cyklo-form?. Jeden- 
falls geht reines Dioxyaceton nicht freiwillig in Glycerinaldehyd oder 
in ein Brom verbrauchendes Eno! iiber. Ein in rein wasseriger Lésung 
entstehendes und bestandiges Enol ist in der Zuckerreihe nicht be- 
kannt geworden. 

Wie stark sich der EinfluB einer selbst geringfiigigen Alkalimenge 
geltend machen und die Resultate entstellen kann, erfuhren wir, als 
wir zunachst versuchten, auch fiir unseren Fall die bewahrte Will- 
stitter-Schudelsche Methode? anzuwenden, bei der Aldosen durch Jod 
in Natriumbicarbonat-lésung in die zugehérigen Sauren verwandelt 
werden. Hierbei zeigte sich, da8 vom Glycerinaldehyd in 30 Minuten 


! ©. Neuberg, diese Zeitsch. 51, 502, 1913. 


2 R. Willstatter und G. Schudel, B. 51, 780, 1918. 











408 (. Neuberg u. H. Collatz: 


schon 90°, oxydiert und 2 Atome Jod benétigt waren. In dieser Zeit 
hatte auch das Dioxyaceton bereits so viel Jod verbraucht, als ob 
es 23,4°,, Glycerinaldehyd enthalten hatte. Sogar der Ersatz der Bi- 
carbonat-Mischung durch reines Calciumcarbonat anderte an diesem 
Ergebnis grundsatzlich nichts. In diesem schwach alkalischen Medium 
wurde der Glycerinaldehyd durch Jod bei gewéhnlicher Temperatur 
erst in 12 Tagen praktisch vollkommen oxydiert; wihrend dieser Zeit 
war aber das Dioxyaceton zu einem Betrage umgewandelt, der 27 ' 
Glycerinaldehyd oder ein die gleiche Menge Brom verbrauchendes 
Eno] vortauschen wiirde!, 

Nochmals sei betont, daB — davon verschieden — die Oxydation mit 
wisserigem Brom, bei der die Mitwirkung von Alkali fortfallt, auch 
nicht das geringste Anzeichen fiir irgend eine Isomerisierung der 
Triosen ergab. 

SchlieBlich kann man noch den direkten Beweis dafiir erbringen, 
da} selbst aus langerer Zeit aufbewahrt gewesenen wasserigen, Lésungen 
ven Dioxyaceton und Glycerinaldehyd jeder der beiden 3-Kohlen- 
stoffzucker unveraindert durch vorsichtiges Einengen in vacuo zuriick- 
gewonnen wird. Hiervon stellten wir zwei individuelle Derivate, 
die 2, 4- Di-nitro-phenyl-hydrazone, her. Die Verbindungen, sind schwer 
léslich, aber nicht unléslich, so daB sich die Ausbeuten beim Dioxyaceton 
auf 77°, und beim Glycerinaldehyd auf 91°., beliefen. Diese Ertrage 
entsprechen den Léslichkeitsverhaltnissen der beiden Hydrazone. 
Die neuen Verbindungen selber wurden in der im experimentellen Teil 
beschriebenen Weise erhalten. Sie bieten Interesse als sehr leicht ge- 
winnbare, schén kristallisierende und charakteristische Hydrazone der 
beiden wichtigen Triosen. Sie ahneln sich auBerlich und zeigen, wie 
zahlreiche isomere Hydrazinverbindungen in der Zuckerreihe, nicht 
weit voneinander entfernt liegende Schmelzpunkte. DaB es sich aber 
um verschiedene Kérper handelt, ergibt sich eindeutig aus dem Misch- 
schmelzpunkt, der infolge Depression um 25° niedriger liegt als der der 
reinen Substanzen. 

Bei dieser Gelegenheit haben wir auch das in guter Ausbeute 
erhaltliche / 2, 4-Di-nitro- phenyl ]-glycerosazon, das noch unbekannt 
war, bereitet. 

An der Sonderexistenz und Bestandigkeit von Dioxyaceton wie von 
Glycerinaldehyd in reinen wasserigen Lésungen kann kein Zweifel ob- 
walten. 


1 Vgl. hierzu die umgekehrte Beobachtung von H. Oh/le u. V. Marecek 
(Ber. 68, 622, 1930), daB empfindliche Glucosederivate unter den schonenden 
Bedingungen dieses Titrationsverfahrens schon einen Ubergang in die 
Ketose erleiden kénnen. 
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Auszug aus den Protokollen. 
Die T itrations-ve rsuche 


wurden in folgender Weise vorgenommen Zu 5,0 cem einer mindestens 
24 Stunden zuvor oder friiher bereiteten 1°,,ig. L6sung von Glycerinaldehyd 
bzw. Dioxyaceton (enthaltend je 50 mg Zucker) wurden in gut schlieBenden 
sauberen Glasstépselflaschen 20,0 com titriertes Bromwasser (etwa n 10 
gegeben, das unter Zufiigung von 2°, KBr hergestellt worden war. Das 
Volumen wurde auf 200 cem gebracht Als Kontrolle diente ein Ansatz, 
bei dem 20,0 cem des gleichen Bromwassers mit destilliertem Wasser aut 
200 com aufgefiillt waren. Die Gemische wurden 7 Tage im Dunkeln bei 
Zimmertemperatur autbewahrt, dann in Eiswasser abgekiihlt, mit iiber 
schiissiger Kaliumjodidlésung versetzt und mit Natriumthiosulfat titriert. 

Wir beschranken uns aut die Wiedergabe von zwei derartigen Versuchs 
reihen in den beiden Tabellen LT und II. 

Aus der Differenz der Daten fiir Kontrollansatz und Hauptversuc! 
erhilt man durch Multiplikation mit 4,5 den oxydierten Glycerinaldehyd 
in Milligrammen. 

Die eingeklammerten Werte beim Dioxyaceton, die wohl auf minimal 
Bromverluste zuriickzufiihren sind, haben wir auf Glycerinaldehyd bezogen; 
sie geben an, wieviel Glycerinaldehyd durch den Halogensehwund vor 


getauscht wird. 


Tahe lle /. 





n 10 Thiosulfat Glyeerinaldehyd Glycerinaldehya 
ecm mg 
Glycerinaldehyd. . . ied 9,75 59.63 101,26 
Oe ae 20,75 (1,13 (2,26) 
Glycerinaldehyd + Dioxyaceton 9.60 51.80 102.60 
ON 5% fea Os we Mo ; 21,00 = - 


Tabelle 11 





n10 Thiosulfat Glvyeerinaldehvd Glvcerinaldehvd 
ecm mg 
12.70 ” aa 
Glycerinaldehyd 9 ar 48.74 47.48 
: - { 12.65 
23,25 i ‘. 
Dioxyaceton - 93°40 (O77) 1.54) 
P \ 29, 
; ' , ‘ | 12,60 i at 
Glycerinaldehyd + Dioxyaceton | 12.75 48.74 97.48 
\ we be 
. | 23.40 
Kontrolle - + +--+ ++» 23,60 


Die Ergebnisse der Tabelle Il sind aus Mittelwerten von zwei Be- 
stimmungen gebildet. 


Dioxryaceton-2, 4-di-nitro-phen yh ydrazon. 
0.9 g Dioxyaceton in 9 com Wasser wurden mit einer erkalteten Losung 
von 1,9 g 2, 4-Di-nitro-phenyvlhydrazin in 114cem 2n Salzsdiure versetzt. 
Nach halbstiindigem Autbewahren in Eiswasser wurde der gelbe Niedet 
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schlag abgesaugt, erst mit schwacher Salzsiure, dann mit Wasser gewaschen 
und im Vakuumexsikkator iiber Phosphorpentoxyd sowie Atznatron 
trocknet. Die Ausbeute betrug 2,07 g 76,79, der Theorie. 


ge- 

Nach Umkristallisieren aus 50°,igem Methylalkohol zeigte die Substanz 
den unverainderlichen Schmelzpunkt 163 bis 164° (korr.); sie lost sich in 
alkoholischer Kalilauge mit tief blutroter Farbe. 


4,890 mg Substanz: 7,190 mg CO, und 1,630 mg H,O. 

2,804 ,, on 0,492 cem N, (765 mm, 22°, 50°4 KOH). 

C,H,,0,N,. Ber.: C = 39,99, H 3,10, N= 20.74%; 
(270,17) ga.: C=— @,i1, B 3,73, N = 20,44%. 


Die hellgelbe Verbindung ist schén kristallisiert und besteht aus Nadeln. 


d, l-Glycerinaldeh yd-2, 4-di-nitro-phenylhydrazon. 


0,9 g reiner kristallisierter Glycerinaldehyd (dargestellt nach Wohl und 
Neuberg, 1. c¢.) in 20 com Wasser wurden mit einer Lésung von 1,9 g 2, 4-Di- 
nitro-phenylhydrazin in 114cem 2n Salzsiure in der Kalte gefallt. Der 
Niederschlag wurde nach 30miniitigem Stehen bei 0° abgesaugt, wie oben 
gewaschen und getrocknet. Ausbeute 2,45 g 90,7°, der Theorie. 

Nach dem Umkristallisieren aus 50°,igem Methylalkohol besaB die 
Verbindung einen Schmelzpunkt von 167° (korr.), der sich durch weiteres 
Umkristallisieren nicht anderte. 

Der Mischschmelzpunkt mit Di-oxyaceton-2, 4-di-nitro-phenyl-hydrazon 
lag bei 140°, also viel tiefer. Die Lésung in alkoholischer Kalilauge be- 
sitzt tief blutrote Farbe. 

4,943 mg Substanz: 7,265 mg CO, und 1,660 mg H,O. 

2,984 ,, re 0,527 com N, (765mm, 22°, 50°, KOH). 

CgH,.O,N,. Ber.: C = 39,99, H = 3,73, N = 20,74%; 

(270,17) sf.: © = @,10, 3,76, N 20,57 % 


Die Substanz bildet hellgelbe verfilzte Nadeln und Balken. Man kann 
sie auch unmittelbar aus Glycerinaldehyd-lésungen gewinnen?!, die bei 
der Oxydation von Acrolein mittels Benzopersiure oder Natriumchlorat 

Osmiumtetroxyd entstehen. 


[2, 4-Di-nitro-phenyl ]-qlycerosazon. 


0.9 g¢ Dioxyaceton in wenig Wasser wurden mit einer Lésung von 
6,5 g¢ 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin in 390cem 2n Salzsiéiure versetzt. Es 
entstand sofort ein gelber Niederschlag, der bei Zimmertemperatur bald 
orangefarben und schlieBlich rot wurde. Das Gemisch wurde nunmehr 
3 Tage bei 37° aufbewahrt. Die Kristalle wurden abgesaugt, mit ver- 
diinnter Salzsiure und Wasser gewaschen, sowie im Vakuum iiber Phos- 
phorpentoxyd neben Atznatron getrocknet. Erhalten wurden 3,4 g Osazon 
75,9°, der Theorie. 

Nach zweimaligem Umkristallisieren, das durch Lésen in heiBem Pyridin 
und Zusatz von Eisessig bis zur beginnenden Kristallisation geschah, 


1 Irene \t. Newberg. diese Zeitschr. 221, 492, 1930. 
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hen schmolz die Substanz gegen 265° unter Zersetzung. Sie geht in alkoho- 
ge- lischer Kalilauge mit tiefblauer Farbe (Nuance wie Methylenblau) in Losung. 


2,360 mg Substanz: 0.528 cem N, (757mm, 26°, 50°, KOH). 
en Cy;H,,0,N,. Ber.: N 25.00%; gef.: N 25,44°,,. 
1m (448,26) 
Die Verbindung bildet rote Balken, zum Teil warzenférmige Aggregate. 
Die Methode der Titration mit Bromwasser gestattet, Glycerin- 
aldehyd und Dioxyaceton nebeneinander ziemlich genau zu ermitteln, 
indem man einmal die Menge der 3-Kohlenstoffzucker nach einer 
reduktionsanalytischen Methode feststellt und dann zwischen den beiden 


ain. isomeren Triosen die differenzierende Analyse nach dem Bromverfahren 
ausfiihrt. Ein soleches Vorgehen wird auch bei anderen Kohlenhydraten 
méglich sein, die —- in ahnlicher Weise wie Dioxyaceton —- sogar gegen 

ind Alkalispuren empfindlich sind. 
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